Molekularbiologische Analyse des chemischen Abwehrsystems bei Blattkäferlarven (Coleoptera: Chrysomelina) : in vivo Validierung von Enzymen und Transportproteinen an essentiellen Schnittstellen des Defensiv-Metabolismus mittels RNA interference by Gretscher, Rene Roberto
  
Molekularbiologische Analyse des chemischen 
Abwehrsystems bei Blattkäferlarven (Coleoptera: 
Chrysomelina).  
In vivo Validierung von Enzymen und Transportproteinen 
an essentiellen Schnittstellen des Defensiv-Metabolismus 
mittels RNA interference. 
 
                                                         
 
Dissertation 
zur Erlangung des akademischen Grades 





vorgelegt dem Rat der Biologisch-Pharmazeutischen Fakultät 





von René Roberto Gretscher 
 
 











Die hier vorliegende Arbeit wurde am Max-Planck-Institut für Chemische Ökologie Jena, 
Abteilung für Bioorganische Chemie in der Arbeitsgruppe „Chemical defense of leaf 
beetles“ von Frau Dr. Antje Burse angefertigt. 
 
Durchgeführt von 05/2010 bis 12/2013  
 
Gutachter:  1. Prof. Dr. Wilhelm Boland, Jena  
2. Prof. Dr. Lennart Olsson, Jena 
3. Prof. Dr. Gregor Bucher, Göttingen 
 
 
























































„In einem Zeitalter, wo man Früchte oft vor der Blüte erwartet und vieles darum zu verachten 
scheint, weil es nicht unmittelbar Wunden heilt, den Acker düngt, oder Mühlräder treibt, […] vergißt 
man, daß Wissenschaften einen inneren Zweck haben und verliert das eigentlich literarische 
Interesse, das Streben nach Erkenntnis, als Erkenntnis, aus dem Auge.“  
        Alexander von Humboldt, 
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1. Allgemeine Einleitung 
1. Allgemeine Einleitung 
Blattkäfer stellen innerhalb der Insekten die artenreichste Gruppe dar (Jolivet 1995). Durch ihre 
Lebensweise auf buchstäblich allen Pflanzengattungen, haben sie zum Teil Mechanismen 
entwickelt die oftmals giftige Sekundärchemie der Pflanzen zu detoxifizieren, oder sogar für sich 
nutzbar zu machen (Wain 1944). Einige Blattkäfer verteidigen sich gegen Prädatoren mit 
Wehrsektreten, in denen umgewandelte Blattalkohole identifiziert worden sind (Pasteels, 
Braekman u.a. 1982).  
Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit sollen die molekularen Grundlagen erforscht werden, 
die in der Biosynthese solcher Wehrsubstanzen bei Blattkäfern eine Rolle spielen. Die Anwendung 
der RNAi Technologie erlaubt dabei die funktionale Evaluation von Proteinen in vivo, um diese in 
Schlüsselpositionen der realisierten Wehrchemie zu identifizieren. Die durch Hinzunahme von 
weiteren Analysemethoden erzeugten Modelle können auf andere Insekten übertragen werden 
und so insgesamt zu einem tieferen Verständnis chemisch-ökologischer Netzwerke in der Natur 
beitragen.  
 
1.1 Gen-Silencing mittels RNA interference 
Das Potential der RNAi-Methode wurde früh für die entomologische Forschung entdeckt 
(Kennerdell und Carthew 1998). Hierbei wird gezielt die Expression von Genen unterdrückt, was zu 
einem „loss-of-function“-Phänotyp führt, von dem auf die Funktion des regulierten Genprodukts 
geschlossen werden kann. RNAi erlaubt die funktionale Charakterisierung ausgewählter 
Genprodukte, (z.B. Ciudad, Belles u.a. 2007, Araujo, Santos u.a. 2006, Tanaka und Suzuki 2005), 
kann aber auch in Raster-Analysen (Screens) eingesetzt werden, um aus einer Vielzahl von 
Kandidaten einzelne zu identifizieren, die für eine gesuchte Funktion verantwortlich sind. In T. 
castaneum wurde zum Beispiel eine Genom-weite Raster-Analyse begonnen, welche Gene 
identifizieren soll, die für die Entwicklung von Organen und Strukturen der Imagines verantwortlich 
sind (z.B. N. Posnien, Koniszewski u.a. 2011, http://ibeetle-base.uni-goettingen.de/). Hier zeigte 
sich, dass RNAi für die Identifizierung von verantwortlichen Genen der Embryogenese und 
Strukturbildung der Imagines gut geeignet ist, da diese Prozesse oftmals nur in vivo untersucht 
werden können. In D. melanogaster hingegen werden derlei Screens häufiger eingesetzt, um in 
 Abbildung 1: RNAi vermitteltes Gen-Silencing in Insekten. A: Reguläre Transkription-Translation 
Reaktion. B(a): dsRNA oder siRNA wird in die Hämolymphe eingebracht und mittels RNA-Transportern in die Zellen 
aufgenommen; B(b): RNAse III (Dicer) schneidet dsRNA und längere siRNAs auf 21-28bp Länge; B(c): einer der beiden 
siRNA-Stränge wird in den RISC überführt, wo er als Template für die Suche nach passender mRNA dient. C(a): Nachdem 
RISC eine Basenpaarung des siRNA Einzelstranges mit einer mRNA herstellt, wird diese abgebaut; C(b): Infolge dessen 
wird weniger Protein produziert, was den Stoffwechselweg, z.B. der chemischen Abwehr, stört; RNAi-Signale sorgen für 
ein systemisches Silencen. D(a): Wenn die Sequenz der dsRNA einem zweiten Transkript zu ähnlich ist (hier braun), 
können Off-target-Effekte eintreten, da die nicht-eineindeutigen Sequenzen ebenfalls in RISC eingebaut werden; D(b): 
Die Basenpaarung findet dann nicht mehr nur mit dem Zieltranskript statt, sondern RISC degradiert auch anderen mRNA; 
D(c): Die in der Folge ungewollt verminderte Proteinmenge von off-targets führt zu Veränderungen in anderen 




1.1 Gen-Silencing mittels RNA interference 
Zelllinien die molekulare Grundlage für einen bestimmten Signalweg oder eines physiologischen 
Prozesses zu ergründen (z.B. Zhang, Yeromin u.a. 2006). RNAi ist allerdings nicht nur auf 
genomsequenzierte Modellorganismen beschränkt, sondern wird auf verschiedenste Insektentaxa 
angewendet (Belles 2010, Mito, Nakamura u.a. 2011). 
Für die vorliegende Arbeit wurden Transkriptom-Bibliotheken von mRNA verschiedener 
Blattkäferarten generiert, die eine in silico Identifizierung von Transkripten ermöglichen, die eine 
Rolle in der Produktion von Wehrsubstanzen spielen könnten. Eine andere Herangehensweise zur 
Identifizierung wäre die Sequenzierung von Proteomen mittels LC-MS/MS, wobei die 
resultierenden Peptidsequenzen dann genutzt werden können, um aus der Datenbank die 
korrespondierenden Transkripte zu erhalten.  
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Beide Methoden können Listen mit mehreren Kandidaten erzeugen, die als Verantwortliche für 
eine bestimmte Funktion im Körper in Frage kommen. Hierbei eignet sich RNAi, um diese 
Transkripte einer gesuchten Funktion genau zuzuordnen.  
Die RNAi-Technik basiert auf einem natürlichen Mechanismus, der in allen eukaryotischen Zellen 
zu finden ist und der dem Schutz vor Viren und Transposons dient (Burand und Hunter 2013) (s. 
Abb. 1). Das Genom von Riboviren, sowie ein Abschnitt der aus Transposons stammenden mRNA, 
kann als doppelsträngige RNA vorliegen (double stranded RNA, dsRNA) und wird gleichermaßen 
wie künstlich eingeführte dsRNA von RNAse III Enzymen (Dicer) erkannt. Diese zerlegen die dsRNA 
in 21-28 bp lange Fragmente (short interfering RNA, siRNA), welche dann mittels Argonaut-Protein, 
in den RNAi induced silencing complex (RISC) geladen werden (Abb. 1B). Dieser Proteinkomplex 
verwendet die nun einzelsträngige siRNA, um zytosolische mRNA auf Basenpaarung zu scannen. 
Findet eine Basenpaarung zwischen dem siRNA-Strang und der mRNA statt, wird diese mRNA 
abgebaut und so ihre nachfolgende Translation verhindert. (Meister und Tuschl 2004), (Abb.1C). 
Auf diese Weise wird eine schädigende Produktion von viralen Proteinen ebenso verhindert, wie 
die der Transposon-Proteine. Vermutlich auch zum Schutz vor Viren kann ein systemisches „RNAi-
Signal“ in Form von mobilen RNAs an Nachbarzellen übertragen werden, das dann einen identisch 
beladenen RISC in einer Zelle erzeugt, die mit dem Auslöser selbst nicht in Kontakt gekommen ist 
(systemisches RNAi), (Melnyk, Molnar u.a. 2011).  
Da der Mechanismus in allen Eukaryoten konserviert ist, hängt es lediglich von der Sensitivität 
des Organismus' ab, in wieweit RNAi in ihm anwendbar ist. (vgl. z.B. Terenius, Papanicolaou u.a. 
2011, Tomoyasu, Miller u.a. 2008). So ist es bspw. nicht möglich durch Mikroinjektion von dsRNA 
systemisches RNAi in Dipteren und den meisten Lepidopteren zu erzeugen, während es in 
Coleoptera, Apocrita und allen hemimetabolen Insekten kein Problem darstellt (Terenius, 
Papanicolaou u.a. 2011). Ein weiteres Beispiel für RNAi-Sensitivität betrifft parentales RNAi, wobei 
weibliche Puppen oder Imagines nach Behandlung mit dsRNA, ein RNAi-Signal maternal auf die F1-
Generation übertragen wird (Bucher, Scholten u.a. 2002).  
Im Gegensatz zum vollständigen Ausschalten eines Gens durch Mutageneseverfahren, erzeugt 
RNAi lediglich die Reduktion eines Genprodukts, so dass Restaktivitäten noch bestehen bleiben 
können. Außerdem besteht bei genügender Ähnlichkeit der siRNAs zu einer mRNA, die nicht Ziel 
der RNAi werden sollte, die Gefahr des Sequenz-basierenden Co-Regulation (off-Target-Effekte), 
(Jackson, Bartz u.a. 2003) (Abb. 1D). Um dieser Problematik zu entgehen, werden die dsRNA-
Sequenzen auf Ähnlichkeiten mit anderen Transkripten geprüft, um Bereiche mit hoher Ähnlichkeit 
ggf. aus der dsRNA-Sequenz auszuschließen (beschrieben in Manuskript 3). Für Modellorganismen 
gibt es bereits freie Software, die eine solche Suche vornimmt (Naito, Yamada u.a. 2005), für 
Organismen mit Transkriptom-Informationen kann man in manchen Vorhersage Programmen auch 
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die eigene Datenbank mit einbinden (Iyer, Deutsch u.a. 2007), aber Beispiele ohne jeglichen 
Sequenzcheck werden auch immer noch publiziert (Ohnishi, Hashimoto u.a. 2009).  
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass RNAi eine Methode zur genetischen Manipulation von 
Organismen darstellt, dessen Genom nicht notwendigerweise bekannt ist und/oder welche 
transgenen Veränderungen nicht zugänglich sind (Belles 2010). Mithilfe von RNAi ist es möglich die 
in vivo Relevanz von Genprodukten in den Tieren selbst zu ermitteln und so Fragen zur molekularen 
Grundlage der Biosynthese des Wehrsekrets in Blattkäferlarven zu klären. Der Unterstamm, dem 
die für diese Arbeit relevanten Blattkäferarten zugeordnet werden, wird im folgenden Kapitel näher 
erläutert. 
 
1.2 Phylogenie und larvale Morphologie der Chrysomelina  
Blattkäfer (Chrysomelidae) gehören zu den am weitesten verbreiteten Käferarten und können 
quasi auf allen grünen Pflanzen der Erde gefunden werden (Jolivet 1995). Ein Teil dieser Arten 
zeichnet sich durch larvale Verteidigungsstrategien aus, wobei Wehrsekrete aus exokrinen Drüsen 
eingesetzt werden, deren Wirkstoffe zum Teil auch aus den toxischen Substanzen rekrutiert werden 
können, die die Wirtspflanze gegen Fraßfeinde bereit hält (Dettner 1987). Diese Arten ordnen sich 
taxonomisch in der Unterfamilie der Chrysomelinae ein (Pasteels, Rowell-Rahier u.a. 1984, Leschen 
und Beutel 2014).  Details zur systematischen Einordnung können Abbildung 2 entnommen werden. 
 Eine Besonderheit der larvalen Morphologie innerhalb der Unterfamilie der Chrysomelinae sind 
paarige Wehrdrüsenapparate, die ein Sekret produzieren, welches in erster Linie als Verteidigung 
gegen Prädatoren dient. Zwar ist die relative morphologische Lage der Apparate bei allen 
drüsentragenden Chrysomelinae gleich (Dettner und Schwinger 1987), doch gibt es Unterschiede 
im Aufbau und der Anzahl der Apparate, welche zwischen den Gattungen variieren können. Allen 
Wehrdrüsenapparaten innerhalb des Stammes der Chrysomelini ist gemein, dass sie ein 
epicuticulär ausgekleidetes Reservoir besitzen (Pasteels und Rowell-Rahier 1989) in welches Klasse 
III  Drüsen- 









Abbildung 2: Aktuelle Sicht der Phylogenie der Chrysomelina. Gepunktete Linien zeigen weitere Phyla auf 
diesem Niveau an, die jedoch in der vorliegenden Arbeit keine Referenz darstellen, gestrichelte Linien indizieren weitere 
Genera auf diesem Niveau, welche keine präzise Zuordnung haben (Leschen und Beutel 2014, S.99). 
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zellen mittels eines 
epicuticulären Duktulus Stoffe 
sezernieren (Quennedey 1998, 
S. 177-207, Strauss, Peters u.a. 
2013) (Abb. 3). Die Lagerung der 
Sekrete in den Reservoiren stellt 
unter anderem einen Schutz vor 
Autointoxikation der teilweise 
giftigen Sekretkomponenten 
dar. Die bei einigen incertae 
sedis Arten innerhalb der 
Chrysomelinae und bei den 
Gonioctenina zu findenden 
paarige Abdominaldrüsen 
(Dettner und Schwinger 1987), 
handelt es sich entweder um 
unabhängig von den 























Abbildung 3: Larvale Histologie. A&B: Mikrographien aus histologischen 
Schnittserien (1 µm Schnittdicke), HE gefärbt. Vergößerung 50x A: P. cochleariae, 
mittlerer Metathorax, lateraler Ausschnitt rechtsseitig, Blick nach caudal; B: C. 
populi, Abdominalsegment VI, dorsolateraler Ausschnitt rechtsseitig, Blick nach 
caudal. Da: Darm, Mu: Muskulatur, MG: Malpighische Gefäße, Tr: Trophocyten, 
Oe: Oenocyten, Dr: Wehrdrüsen, R: Reservoir, RV: Reservoir Verschluss. Skala 
100µm. Bearbeitung und falschfarben-Einfärbung in Photoshop CS5.  
Abbildung 4: Schema der inneren und äußeren Organisation einer L3-Larve von P. cochleariae. Die 
Cuticula der rechten und der dorsalen Prothorax-Seite wurden abgenommen um den Blick auf die darunter liegenden 
Gewebe zu ermöglichen. Der Fettkörper ist hier nur in einem kleinen Teil eingezeichnet, füllt aber für gewöhnlich die 
gesamte Körperhöhle im lockeren Zusammenschluss aus. Die Malpighischen Gefäße sind zahlreicher und länger und auch 
der Darm ist komplexer gewunden.  
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Von besonderem 
Interesse für die 
vorliegende Arbeit, sind 
jedoch die neun Paare 
akzessorischer Drüsen, 
welche sich in den Larven 
aller Gattungen des 
Unterstammes der 
Chrysomelina finden lassen 
und den am stärksten 
differenzierten 
Wehrapparat darstellen. 
Die Reservoire münden 
hierbei jeweils in Papillen 
aus, die dorsolateral auf 
Meta- und Mesothorax, 
sowie auf den 
Abdominalsegmenten I-VII 
zu finden sind. Die 
Einzelheiten des inneren 
Aufbaus der Larven sind am 
Beispiel des 
Meerrettichblattkäfers, 
Phaedon cochleariae (Fabr.) in Abbildung 4 schematisiert. In P. cochleariae finden sich Sekret-
Reservoire, die sich im Thorax beinahe über die komplette Lateralseite spannen und an denen 2-3 
Wehrdrüsenzellen sitzen (vgl. Abb. 3A, 5A). Bei Larven des Pappelblattkäfers, Chrysomela populi 
(L.), finden sich hingegen ballonartige Reservoire an denen 5- 20 Wehrdrüsenzellen zu finden sind 
(vgl. Abb. 3B,5B).  
Eine genauere Untersuchung zur Geometrie und Histologie der Wehrapparate von drei 
verschiedenen Chrysomelina- Arten ist derzeit in Vorbereitung, welche die anfänglichen Arbeiten 
von (Maraghi 1993) und die subzelluläre Aufklärung in (Strauss, Peters u.a. 2013) ergänzen wird.  
Abbildung 5: 3D-Rekonstruktion von Wehrdrüsenapparaten. 
Rekonstruktion aus histologischen Schnittserien, aligniert, annotiert, geglättet und 
fotografiert mit  Amira 5.1® (VSG/FEI, Hillsboro, USA). A: P. cochleariae, rechter 
Metathorax, B: C. populi, rechtes Abdominalsegment VI. Blick frontal. Cu: Cuticula, R: 
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Diese Wehrapparate dienen der Produktion und Speicherung von Wehrsekreten, die im Fall des 
Angriffes durch Fraßfeinde an der Oberfläche der Papillen als Tropfen präsentiert werden (Abb. 6) 
(Blum, Brand u.a. 1972), (s. Kap. 1.3). Die Wirkstoffe des Sekrets werden als Allomone klassifiziert, 
da deren Wirkung zumeist keine Vergiftung zur Folge hat, sondern hauptsächlich abwehrend auf 
Prädatoren wirken soll (Whitman, Blum u.a. 1990). Die Präsentation des Sekretes erfolgt bei 
Chrysomelina prinzipiell auf zwei Arten, einmal kann das Reservoir aus der Larve heraus umgestülpt 
werden, sodass das Sekret an der nunmehr zur Außenseite gewordenen Innenseite des Reservoirs, 
mit den Wehrdrüsenzellen im Inneren, haftet (z.B. bei P. cochleariae). Die andere Methode ist ein 
komprimieren des Reservoirs, wobei das Sekret dann nach außen gepresst wird (z.B. bei C. populi). 
Nach Beendigung der Störung, werden in beiden Fällen die Sekrete wieder in den Körper gesogen 
und somit für den nächsten Angriff bewahrt. Die adulten Stadien sind ebenfalls in der Lage 
Wehrsekrete zu produzieren, welches sie, ähnlich wie andere Imagos der Chrysomelidae, durch 
Klasse III – Drüsenbündel, ohne einen extrazellulären Speicher, im Bedarfsfall durch Poren in der 
Cuticula der Elytren, bzw. des Pronotums, entlassen (Pasteels, Rowell-Rahier u.a. 1989). Diese 
Drüsen sind nach derzeitigem Stand der Erkenntnis nicht homolog zu den larvalen 
Wehrdrüsenapparaten (vgl. Pasteels, Rowell-Rahier u.a. 1984). 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass sich die Larven im Unterstamm der Chrysomelina durch 
spezielle morphologische Strukturen auszeichnen, die eine Produktion und Speicherung von 
Wehrsekret ermöglichen, welche im Falle eines Angriffs durch Prädatoren zur Verteidigung 
eingesetzt werden und welche auch antimikrobielle Eigenschaften besitzen (Gross, Schumacher 
u.a. 2008). Die Synthese der Sekrete erfolgt auf unterschiedliche Weise, was im folgenden Kapitel 
unter Betrachtung der Artbildung innerhalb der Chrysomelina näher erläutert wird. 
 
1.2.1 Evolution der Wehrbiochemie 
Innerhalb der Chrysomelina bilden sich drei distinkte Arten-Gruppen ab, die die Allomone des 
Wehrsekretes durch jeweils gleiche Mechanismen synthetisieren (Termonia, Hsiao u.a. 2001) (Abb. 
Abbildung 6: L3-Larven von C. populi und P. cochleariae mit exponiertem 




1.2.1 Evolution der Wehrbiochemie 
7). Molekulare Ergebnisse von (Termonia, Hsiao u.a.) haben gezeigt, dass die Gruppe der Iridoid- 
de-novo-Produzenten die ursprünglichste Gruppe bildet (Abb. 7, roter Kasten). Larven, die als de 
novo-Produzenten definiert werden, produzieren die Allomone unabhängig vom 
Sekundärmetabolismus ihrer Wirtspflanze aus dem körpereigenen Stoffwechsel (s. Kap. 1.4.1). Die 
zweite Gruppe (Abb. 7, grüner Kasten), die der obligatorischen Sequestrierer, nutzen Salicylaldehyd 
als Allomon welches sie aus Salicin synthetisieren, das sie mit der Nahrung aufnehmen. Die dritte 
Gruppe schließlich, entwickelte sich unabhängig von den anderen beiden (Mardulyn, Othmezouri 
u.a. 2011) und nutzt eine Mischung aus sequestrierten Blattalkoholen und einer Veresterung mit 
autogen produzierten Carbonsäuren, weshalb der Mechanismus hier als „Misch-Modus“ 
bezeichnet wird (Abb. 7, blauer Kasten). Die Aktivierung der Allomone im Wehrsekret findet über 
eine schrittweise enzymatische Umwandlung statt, die mechanistisch innerhalb der Chrysomelina 
in Teilen sehr ähnlich ist. Die enzymatischen Reaktionen, die die jeweiligen Vorstufen zur bioaktiven 
Substanz katalysieren (Soetens, Pasteels u.a. 1993, Brueckmann, Termonia u.a. 2002), werden in  
Kapitel 1.4.3 gesondert betrachtet. 
Die Entwicklung dieser drei Synthesestrategien hat ihren Ursprung vermutlich in der letzten 
Eiszeit genommen (Jüngere Tundrenzeit, 10.730-9.700 Jahre v. Chr. mit relativen 
Durchschnittstemperaturen in Mitteleuropa um -4°C (Ammann 2000)). Die Käferarten überlebten 
während der Kälteperiode oftmals ausschließlich in den Refugien der Pflanzenarten am Fuß der 
Gebirge, wobei es wegen der anzunehmenden hohen Individuendichte zu Hybridisierungen 
zwischen den Arten kam, die zur heutigen Biodiversität beigetragen haben können (Mardulyn, 
Othmezouri u.a. 2011). Mit der erneuten Erwärmung nach 9700 v.Chr. wurde das Festland dann 
von krautigen Pflanzen erobert, wonach sich auch der Wald neu bildete. Anhand von 
Pollenanalysen kann die Wiederbesiedlung abgeleitet werden, wobei sich neben  Pinus spp. und 
Betula spp. in der frühen Warmphase auch Juniperus spp.,  Salix spp., Populus spp. und Rumex spp. 
ausbreiteten. Diese robusten Pflanzengattungen verdrängten sich lokal gegenseitig, wanderten  
aber stets nord- und westwärts. (z. B. Hoek 1997, Theuerkauf und Joosten 2012, Cottrell, Krystufek 
u.a. 2005).  
Die Annahme geht nun dahin, dass die auf Kräutern fressenden Iridoid-Produzenten im 
Zusammenhang mit der Neuausbreitung der Pflanzen begonnen haben auf einer abundanten 
Baumart wie Salix spp. zu fressen, deren Blätter, durch die Abwesenheit von Proanthocyanidine, 
für den Metabolismus der Käfer leichter zu verdauen war, als die von anderen Baumarten (z. B. 
Pasteels, Rowell-Rahier u.a. 1984). Hier entwickelte sich vermutlich auch die Sequestrierung, um 
mit den anderen Sekundärmetaboliten der Pflanze umgehen zu können. Der dabei mehrfach 
unabhängige und wiederholte Wechsel von Salix spp. als ursprüngliche Wirtspflanze auf Betula spp., 
wie er bei Chrysomela lapponica durch Untersuchungen nachvollzogen werden kann, ist ein Indiz 
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für eine andauernde funktionale Anpassungen des Wehrsystems (Mardulyn, Othmezouri u.a. 2011, 
Kirsch, Vogel u.a. 2011a).  
Am jüngsten scheint sich der Wirtpflanzenwechsel bei den Plagiodera spp. vollzogen zu haben, 
da sich im Wehrsekret vorwiegend Monoterpene finden lassen aber z.T. auch Salicylaldehyd aus 
sequestriertem Salicin vorkommt (Pasteels, Rowell-Rahier u.a. 1984). Die obligaten Sequestrierer 
der Phratora und Chrysomela spp. wären hiernach die ursprünglichsten Salicaceae-Konsumenten, 
da bei keiner der Arten Monoterpene im Wehrsekret nachweisbar sind (Pasteels, Rowell-Rahier u.a. 
1984).  
Die Spezies der Misch-Modus Gruppe, wie z.B. C. lapponica, waren dank dieser 
Synthesestrategie in der Lage, durch die bereits erwähnten zusätzlichen Wirtspflanzenwechsel weit 
mehr als nur eine Komponente des pflanzlichen Sekundärmetabolismus zu nutzen (Zvereva, Kozlov 
u.a. 2010). Im Sekret von C. lapponica finden sich weit über 60 Komponenten, die durch eine 
Veresterung der sequestrierten Blattalkohole und Carbonsäuren aus dem eigenen Metabolismus 




     autogen produziert       Misch-Modus 
     aus Wirtspflanze sequestriert            Misch-Modus und Sequestrierer 
     unbekannt 
     Salicaceae Polygonaceae 
     Betulaceae      Brassicaceae 
     gleichwertig Sterculiaceae 
Abbildung 7: Phylogenie innerhalb der Chrysomelina. „Maximum parsimony“ Rekonstruktion der chemischen 
Synthesestrategien a: Phylogenie anhand von molekularen Daten in Gegenüberstellung ihrer Wirtspflanzen (b). Que, 
Queyras (Frankreich); MC, Massif Central (Frankreich); Cze, Tschechien; Finl, Finnland. Sterne indizieren Spezies aus Nord 
Amerika innerhalb der „interrupta Gruppe“. c–e: Typische Gas-Chromatogramme; Blaue Peaks: Butyl-Säuren und ihre Ester; 
Grüner Peak: Salicylaldehyd. rt, Retentionszeit. (Entnommen und verändert nach (Termonia, Hsiao u.a. 2001)) 
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1.3 Abwehr von Prädatoren durch Wehrsekret und Lebensweise 
Nachdem nun ein Blick auf die Phylogenie der zentralen Arten dieser Dissertation und die 
vermutliche Entstehung der verschiedenen Synthesestrategien der Wehrsekretkomponenten 
innerhalb der Chrysomelina geworfen wurde, stellt sich die Frage nach der ökologischen Bedeutung 
des Wehrsekrets. Das Iridoid Chrysomelidial, die Hauptkomponente des Sekretes von P. 
cochleariae, hat bspw. eine irritierende Wirkung auf andere Arthropoden und der Salicylaldehyd 
von C. populi wirkt auf Fraßfeinde abschreckend (Pasteels, Rowell-Rahier u.a. 1983). Parasitoide 
Fliegen nutzen hingegen diese Wehrchemie, um die Larven von weidefressenden C. lapponica als 
Wirte für ihre Gelege aufzuspüren (Zvereva, Kozlov u.a. 2010).  
Eine Abwehr der Larven gegen andere Prädatoren wie bspw. Vögel oder insektivore Säuger wird 
weniger dem Sekret zugeschrieben, als vielmehr der Lebensweise der Larven unter den Blättern. 
Die verwirrende Färbung einiger Larven, die eine genaue Lokalisierung derselben am Blatt 
erschwert, ist eine weitere Verteidigungsstrategie (Pasteels, Rowell-Rahier u.a. 1984). Die dunkel-
schwarz gefärbten Larven der meist kleineren Spezies, wie P. cochleariae,  fressen allerdings eher 
auf der Blattoberseite, als darunter und hinterlassen ovale Löcher in der Blattspreite. Diese Löcher, 
die in ungefähr dieselbe Größe wie die Larven selbst haben, erscheinen vor dem dunklen 
Hintergrund des Schattens oder Bodens wie zusätzliche Larven, sodass die Larven sich inmitten 
ihrer eigenen Fraßspuren vor einem Angriff aus der Luft schützen können (eigene Beobachtung). 
Ein weiterer Schutz ergibt sich aus der Koexistenz von gut bewehrten Imagines zusammen mit 
den Larven auf der gleichen Wirtspflanze. Diese induzieren aufgrund ihrer deutlichen Färbung einen 
optischen Aposematismus (Nicolaus, Cassel u.a. 1983), durch Verknüpfung des optischen Reizes mit 
ihrer giftigen Wehrchemie. Die exponierte Lebensweise der Imagines auf der Oberfläche des Blattes 
bzw. an dessen Rand schützt daher auch die Larven am gleichen Blatt (Pasteels, Rowell-Rahier u.a. 
1984).  
 Untersuchungen haben gezeigt, dass bei allen Chrysomelina-Arten, deren Imagines ein 
Wehrsekret mit Isoxazolinon-Derivaten produzieren (Randoux, Braekman u.a. 1991), auch alle 
anderen Lebensstadien unabhängig von der Fähigkeit zur Sekret-Produktion, durch diese Gifte 
geschützt sind. Zumindest über die mit Glucose veresterten 3-Nitropropion-Säuren ist bekannt, 
dass sie als freie Säure den Krebszyklus irreversibel blockieren, was es zu einem potentiellen Gift 
für sämtliche Eukaryoten macht (Alston, Mela u.a. 1977, Bacsi, Woodberry u.a. 2006). Die auch aus 
Eiern und Puppen bekannten Isoxazolinone finden sich nach neuesten Untersuchungen auch in 
nicht unerheblichen Mengen in der Hämolymphe der Larven. Das induziert eine weitere und ob 
ihrer allgemeinen Gültigkeit für alle Chrysomelina-Arten, grundlegende Verteidigungsstrategie der 
Larven,  nämlich die des olfaktorischen Aposematismus. Hierbei kombiniert sich die Perzeption des 
volatilen Allomons mit der giftigen Wirkung der Komponenten der Hämolymphe, wobei Fraßfeinde 
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nach geeigneter Prägung bereits durch den Geruch der Larven vom Verzehr abgehalten werden 
(Gerhard Pauls, persönliche Mitteilung, (Eisner 1971)).  
Im folgenden Kapitel soll der Fokus auf die Biosynthese chemischer Vorstufen für das Wehrsekret 
im Fettkörper der Larven geworfen werden. 
 
1.4 Biosynthese der Wehrsubstanzen 
1.4.1 De novo Biosynthese von Iridoiden 
Wie bereits eingeleitet können die chemischen Vorstufen der Allomone des Sekrets je nach 
Spezies entweder sequestrierte Blattalkohole, deren glycosidisch gebunde Transportform, de novo 
produzierten Glucoside oder eine Mischung aus beidem darstellen (vgl. Abb. 7). Am Beispiel von P. 
cochleariae soll hier exemplarisch die Biosynthese des 8-hydroxy-Geraniol-8-O-β-D-Glucosids 
gezeigt werden, da dieses Glucosid auch in einer Reihe anderer Chrysomelina-Arten als Iridoid-
Vorstufe fungiert (Daloze und Pasteels 1994). Die frühen Stufen des Iridoidkatabolismus finden 
hierbei im Fettkörper statt, der nicht nur Speicherorgan, sondern auch Ort vieler 
Stoffwechselvorgänge in Insekten ist (Resh 2009, S. 356). 
Ausgehend von Acetyl-CoA aus dem Zitratsäure-Zyklus, wird ein weiteres Acetyl-CoA mittels 3-
hydroxy-3-Methylglutaryl CoA (HMG-CoA)-Synthetase angehängt. Das HMG-CoA wird über eine 
HMG-Reduktase zu Mevalonsäure (Antje Burse, Frick u.a. 2008), welche in mehreren Schritten zu 
Isopentenyl-Diphosphat umgesetzt wird. Dieses IDP kann nun über eine Isopentenyl-diphosphate 
∆-isomerase in Dimethylallyl-Diphosphat (DMADP) umgesetzt werden, welche das Substrat für die 
Isoprenyl-Diphosphat-Synthase (IDS) darstellt. Aus P. cochleariae wurde eine IDS  isoliert, welche 
Metallionenabhängig als Farnesyl-Diphosphat-Synthase oder Geranyl-Diphosphat-Synthase 
agieren kann. Die C15-Vorstufe (Farnesyl-Diphosphat, FDP) würde für eine Reihe von Produkten des 
Primärmetabolismus‘ wie Cholesterol, Ubiquinone, und Dolichol sowie Juvenilhormonen benötigt 
werden (Grünler, Ericsson u.a. 1994). Geranyl-Diphosphat (GDP) hingegen sollte ein Intermediat in 
der Iridoidproduktion darstellen. In Manuskript 1 konnte mittels RNAi Experimenten gezeigt 
werden, dass das Enzym vorrangig für die Produktion des Iridoidintermediates zuständig ist. 
(Manuskript 1). GDP wird anschließend zu Geraniol dephosphoryliert, welches nachfolgend  
vermutlich über eine Cytochrome P-450 Oxigenase zu 8-Hydroxy-Geraniol umgesetzt wird. 
Abschließend wird Glucose β-glycosidisch über UDP-Glucose angebunden und die Vorstufe ist fertig 
für den interzellulären Transport in das Sekret, wo weitere Umwandlungen stattfinden, die in 
Kapitel 1.4.3 beschrieben werden. (Abbildung in Manuskript 1, Fig. 1).  
Die Tatsache, dass die Aufnahme und die Synthese von sämtlichen Komponenten der 
Wehrbiochemie räumlich voneinander getrennt sind, legt die Existenz eines präzisen 
Transportnetzwerkes nahe, welches im Folgenden beschrieben wird. 
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1.4.2 Transportvorgänge von chemischen Vorstufen in Chrysomelina Larven 
Von besonderer Bedeutung für die Biosynthese des Wehrsekretes ist der Transport der glycosidisch 
gebundenen Vorstufe aus der Iridoid-Synthese, sowie der der sequestrierten pflanzlichen Metabolite 
durch den Körper der Larve. 
 Funktionale Untersuchungen ergaben, dass der Transport der chemischen Vorstufen durch Ebenen 
verschiedener Selektivität verläuft (Kuhn, Pettersson u.a. 2007, Maritta Kunert, Soe u.a. 2008). Der 
unspezifische Transport von Nährstoffen über das Mitteldarm-Epithel in die Hämolymphe führt auch zur 
unspezifischen Aufnahme von Sekundärmetaboliten aus der Nahrung, welche unter anderen  die 
Vorstufen für die Wehrbiosynthese enthalten können (Abb. 8B). Da in der Hämolymphe wenige dieser 
Pflanzenstoffe nachzuweisen sind (Feld, Pasteels u.a. 2001), wird hier der Transport vermutlich über den 
Stoffgradienten verwirklicht. Die Vorstufen müssen für den Transport im Tier glycosidisch gebunden 
sein. Werden über den Gradienten Agluca aufgenommen, also Pflanzenalkohole, die nicht oder nicht 
mehr glycosidisch gebunden sind, können diese vermutlich im Fettkörper glycosiliert werden (Abb. 8D). 
Diese Glycosilierung hat einerseits die Funktion der Herstellung einer polaren Transportform, zum 















 direkt in Wehrdrüsenzelle 
 direkte Entsorgung 












Abbildung 8: Transportmechanismen in der larvalen Leibeshöhle von P. cochleariae. A: de novo-
Produktion der chemischen Vorstufen im Fettkörper und anschließender Transport in die Wehrdrüsenzelle (grüner Pfeil); 
B: (grüner Pfeil): Glucosid-Sequestrierungs-Pfad, Überschüsse werden über die Malpighischen Gefäße oder den Enddarm 
entsorgt; C: (blauer Pfeil): unspezifischer Transport von unnutzbaren oder giftigen Nährstoff-Komponenten, die 
Entsorgung erfolgt wie in B; D: (gelber Pfeil) Sequestrierung von Agluconen, die im Fettkörper in ihre Transportform 
glycosiliert werden. (verändert nach Discher, Burse u.a. 2009) 
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Der spezifische Transport findet aus der Hämolymphe in die Wehrdrüsenzelle statt. Hierbei 
muss ein aktiver Transport gegen den Stoffgradienten stattfinden, um die Glucoside in der 
Drüsenzelle im Gegensatz zur Hämolymphe anzureichern. Es konnte gezeigt werden, dass nur jene 
Vorstufen transportiert werden, die in der jeweiligen Spezies für die Wehrchemie genutzt werden 
(Kuhn, Pettersson u.a. 2004, Kuhn, Pettersson u.a. 2007). Innerhalb der sekretorischen Zelle 
vermittelt ein adenine-triphosphate-binding-casette-Transporter (ABC-Transporter) unselektiv den 
Transfer der chemischen Vorstufen in Vesikel, die dann mittels Exozytose in das extrazelluläre 
Reservoir gelangen (Strauss, Peters u.a. 2013). Überschüsse von brauchbaren bzw. unbrauchbaren 
Glucosiden werden aus der Hämolymphe über die Malpighischen Gefäße und den Enddarm 
ausgeschieden (Abb. 8C) (A. Burse, Frick u.a. 2009). 
In den Wehrdrüsen von P. cochleariae wurden Zucker-Transporter identifiziert, die für die 
Versorgung der Zelle mit Energie verantwortlich sein können. RNAi in der Anwendung auf Zucker-
Transporter zeigte in Manuskript 2 eine Bedeutung für die Drüsenzellen und folglich auch die 
Synthese des Wehrsekrets, welche im folgenden Kapitel vergleichend für C. populi und P. 
cochleariae erläutert wird. 
 
1.4.3 Enzymatische Biosynthese der Wehrsubstanzen im Sekret 
Dem Transport der chemischen Vorstufen der Abwehrstoffe folgt eine mehrschrittige 
enzymatische Umsetzung, die im Wehrsekret selbst stattfindet. Dass die Vorstufen nicht 
extrazellulär und nicht etwa im Inneren der Zelle umgesetzt werden, beweist die Beobachtung, dass 
alle Vorstufen in einem in vitro Assay zum jeweiligen Endprodukt umgewandelt werden können, 
Abbildung 9: Schema der finalen Biosynthese im Sekret von C. populi und P. cochleariae. C. populi 
sequestriert Salicin durch die Hämolymphe in das Sekret-Reservoir. P. cochleariae ist zwar prinzipiell in der Lage 8-hydroxy-
Geraniol-8-O-β-D-Glucosid zu sequestrieren, da dieser Stoff in den Brassicaceae  aber nicht vorkommt, stammt die benutzte 
Vorstufe aus der de novo Synthese im Fettkörper. Auch dieses Glucosid gelangt via der Hämolymphe ins Reservoir. Hiernach 
werden in beiden Arten die Glucose-Reste hydrolysiert und die freigewordenen Alkohole oxidiert. In P. cochleariae wird das 
8-Oxogeranial zyklisiert um Chrysomelidial zu produzieren. In C. populi stellt Salicylaldehyd das finale Allomon dar. (nach 
(Michalski, Mohagheghi u.a. 2008)) 
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1.4.3 Enzymatische Biosynthese der Wehrsubstanzen im Sekret 
sofern dieser mit Sekret versetzt wurde (Brueckmann, Termonia u.a. 2002). Die Enzyme werden 
also mit den chemischen Vorstufen zusammen in das Sekret sezerniert, wo dann eine schrittweise 
Aktivierung der Komponenten stattfindet. Diese extrazelluläre Reaktion schützt einerseits den 
Körper vor den toxischen Endprodukten und erlaubt andererseits eine optimierte Produktion zu 
bioaktiven Substanzen („Bioreaktor“). Die Wehrsekrete der Chrysomelina, sowie die anderer 
Arthropoden, die ihr Sekret in abgeschlossenen Reservoiren lagern (Eisner und Meinwald 1966), 
stellen oftmals biphasische Systeme dar, wobei die organische Phase vom produzierten Endprodukt 
gebildet wird und die wässrige Phase Proteine enthält (Aldrich, Blum u.a. 1978), die vermutlich an 
der Phasengrenze ihre Funktion ausüben (Brueckmann, Termonia u.a. 2002).  
Die chemischen Vorstufen für die späteren Allomone stammen, wie schon eingeführt wurde 
(Kap. 1.2.1, 1.4.1), entweder aus dem 
Sekundärmetabolismus der Wirtspflanze oder 
aus der Fettkörper-Biosynthese (A. Burse, 
Schmidt u.a. 2007). Trotz der verschiedenen 
Ursprünge der Wehrsubstanzen finden sich 
einige enzymatische Schritte die in allen Arten 
der Chrysomelina identisch sind. (Pasteels, 
Duffey u.a. 1990) (vgl. Abb. 9). So werden die 
jeweiligen glycosidisch gebundenen Vorstufe im 
Sekret mittels einer β-Glucosidase hydrolysiert 
(Pasteels, Rowell-Rahier u.a. 1984, Häger 2013). 
Eine Oxidation des Alkohols führt zu einem 
Aldehyd (Oldham, Veith u.a. 1996), welcher bei 
C. populi den finalen Wirkstoff Salicylaldehyd 
darstellt. In P. cochleariae wird dem 8-
Oxogeranial noch eine Zyklisierungsreaktion 
nachgeschaltet, die zum Endprodukt 
Chysomelidial führt (Lorenz, Boland u.a. 1993, 
M. Kunert, Rahfeld u.a. 2013). Anders verhält 
es sich bei den Vertretern der „misch-Modus“-Strategie, hier werden den deglucosilierten 
Blattalkoholen über eine Acyltransferase-Reaktion verschiedene Butylreste angehängt, was zu 
einem großen Spektrum an Butyrat-Estern im Wehrsekret führt (Tolzin-Banasch, Dagvadorj u.a. 
2011).  
Von den hierbei beteiligten Enzymen sind vor dem Beginn dieser Arbeit bereits einige Alkohol-





































  C. populi P. cochleariae 
Abbildung 10: Proteinogene Bestandteile des 
Sekrets von C. populi und P. cochleariae. 0,5 mg und 
0,3 mg des Wehrsekrets von C. populi und P. cochleariae wurde 
denaturiert und mittels SDS-PAGE aufgetrennt, Coomassie 
gefärbt. Die bekannten Enzyme sind mit ihrer Entsprechung in 
den farbigen Kästen gezeigt. CpBglu und PcBglu (Häger 2013), 
Pc8HGO-A/B (Rahfeld, Kirsch u.a. 2014). 
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des Enzyms wurde von Brückmann et al. (2002) mittels Voll-Enzym Präzipitaten des Wehrsekrets 
von P. vitellinae und C. populi erforscht, wobei Substratspektrum, Km-Wert und die Produktion von 
H2O2 belegt wurden. In einer Folgearbeit von Michalski et al. (2008) wurden dann die ersten 
Sequenzen für Salicyl-Alkohol-Oxidasen (SAO) (Abb. 10) veröffentlicht und deren rekombinante 
Proteine aus E. coli mit den Werten von Brückmann verglichen. Durch die erfolgreiche 
Sequenzierung konnten die SAOs auch den GMC-oxidoreduktasen zugeordnet werden, einer 
funktional diversen und sehr abundanten Enzymfamilie (Cavener 1992, Rahfeld, Kirsch u.a. 2014).  
Interessanterweise gelang anhand desselben Enzyms der Nachweis der Plastizität der 
Wehrenzymatik. Kirsch et al. (2011a) konnten nachweisen, dass  die auf Betula spp. fressenden  C. 
lapponica, die in mit ihrer Nahrung kein Salicin mehr aufnehmen, keine funktionierende SAO ins 
Wehrsekret exkretiert, während die Salix spp. konsumierenden C. lapponica diese noch besitzen.  
Bis dato konnte eine in vivo Funktionalität der SAO aufgrund der in vitro Assays vermutet 
werden, in Manuskript 3 gelang allerdings der Nachweis, dass dieses Enzym tatsächlich im Sekret 
für die Oxidation von Saligenin zu Salicyladehyd verantwortlich ist.  
Scheinbar unabhängig von der „Makro“-Wirkung der Wehrchemie gegen Fraßfeinde, konnte 
dem Sekret auch eine Wirkung gegen Mikroorganismen nachgewiesen werden, deren Prinzip 
nachfolgend erklärt wird. 
 
1.5 Immunologische Abwehr von Pathogenen 
Im Wehrsekret von P. cochleariae, C. populi und beiden bereits beschriebenen Ökotypen von C. 
lapponica  wurde mittels LC-MS/MS eine Reihe weiterer, nicht zur Synthese der Allomone 
gehörender Proteine identifiziert. Darunter war auch eine extrazelluläre Superoxid-Dismutase 
(SOD, EC 1.15.1.1) (s. Abb. 10), ein Enzym, dessen Funktion es ist, Superoxid- radikale in Sauerstoff 
und H2O2 umzusetzen. SODs spielen in der Wehrbiochemie keine Rolle, da die Oxidasen der Alkohol-
Intermediate stets direkt H2O2 über einen zwei-Elektronen-Transfer produzieren. Interessanter 
Weise wurde in P. cochleariae das gleiche Protein auch in der Hämolymphe identifiziert, woraufhin 
ein Zusammenhang mit der Immunreaktion vermutet wurde. Beispiele für einen solchen 
Zusammenhang gibt es z. B. in decapoden Krebsen, deren extrazelluläre SOD in immunologischen 
Kontexten eine Rolle spielt (z.B. Johansson, Holmblad u.a. 1999). Da im Manuskript 4 mittels RNAi 
eine Funktion dieses Enzyms im Kontext der Immunantwort gezeigt wurde, wird im Folgenden die 
Abwehr gegen mikrobielle Pathogene bei Chrysomelina und Insekten allgemein beschrieben. 
Neben der Wirkung der Allomone auf Prädatoren, hat das Wehrsekret auch die Funktion, die 
larvale Cuticula zu desinfizieren und so die Larve vor der Infektion mit Mikroorganismen zu schützen 
(Gross, Schumacher u.a. 2008). Hemmhofexperimente und Blastogamie-tests haben für die 
Wehrsekrete und andere Körperflüssigkeiten verschiedener Chrysomelinae (Gross, Müller u.a. 
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1998, Gross, Podsiadlowski u.a. 2002, Dossey 2010) und auch für deren Komponenten (Tolzin-
Banasch 2009) eine antimikrobielle Wirkung gegen Bakterien und Pilze nachgewiesen. 
Vergleichbare Wirkungen zeigen bspw. auch die Gifte einiger Hymenopteren (z.B. Moreau 2013) 
und Spinnen (z.B. Kuhn-Nentwig, Schaller u.a. 2004). 
Arthropoden halten eine Vielzahl von Barrieren bereit, die vor einer Infektion des Körpers vom 
Pathogen überwunden werden müssen. Bakterien und Viren gelangen für gewöhnlich durch 
Ingestion in den Körper, wo sie sich mit dem pH des Darmes und diversen radikalproduzierenden 
Enzymen der Darmwand konfrontiert sehen (Siva-Jothy, Moret u.a. 2005, Ha, Oh u.a. 2005). Pilze 
hingegen lassen ihre Hyphen direkt durch die Cuticula wachsen, wobei sie eine Reihe an Schichten 
aus hydrophoben Verbindungen, Phenolen und Gerbstoffen überwinden müssen, bevor sie die 
nährstoffreiche Hämolymphe erreichen (Hajek und Stleger 1994). Zu den häufigsten Verursachern 
von Krankheiten in Insekten gehören entomopathogene Pilze, die auf die Infektion von Insekten 
spezialisiert sind und sich auf beinahe allen Pflanzen und im Bodensubstrat finden lassen (ebd.).  
Insekten verfügen ferner über ein effektives unspezifisches Immunsystem, dessen Reaktion von 
bestimmten Signalkaskaden gesteuert wird, die durch die Erkennung von Oberflächenmolekülen 
des eindringenden Pathogenen aktiviert werden (Siva-Jothy, Moret u.a. 2005). Sämtliche 
Invertebraten haben kein adaptives Immunsystem, welches mittels Antikörpern eine spezifische 
Immunantwort gegen ein bestimmtes Pathogen erzielt. Allerdings kann das unspezifische 
Immunsystem der Invertebraten als Modell für sehr ähnliche Reaktionen in Vertebraten herhalten, 
da die Abläufe im Prinzip identisch sind (z.B. Wiesner und Vilcinskas 2010).  
Das bestehende Modell der Insekten-Immun-Antwort basiert hauptsächlich auf 
Untersuchungen an D. melanogaster (Hoffmann 2003), dessen Komponenten auch in den meisten 
anderen Untersuchungen wiedergefunden wurden (z.B. Gunaratna und Jiang 2013). Hierbei 
müssen die konservierten Mechanismen der Pathogen-Erkennung von den durch epigenetische 
Einflüsse überaus flexiblen Immun-Antworten unterschieden werden (z. B. Vilcinskas 2013). Mittels 
in der Hämolymphe zyklisierenden Peptidoglycan recognition proteins (PGRP) und Gram negative 
binding proteins (GNBP), die an Peptidoglycan bzw. β-Glucan binden, die an der Oberfläche von 
Bakterien und Pilzen zu finden sind, werden Proteasen aktiviert, welche Kettenreaktionen 
initiieren, die entweder eine Melanisierungsreaktion durch frei werdende Phenol-Oxidasen 
einleiten, oder eine Veränderung der zellulären Expression zur Folge haben (Carton, Poirie u.a. 
2008). Melanisierung stellt einen Mechanismus dar, bei dem auf der Oberfläche des pathogenen 
Erregers eine Melanin-Schicht gebildet wird und dieser gleichzeitig durch die radikalischen 
Intermediate des Phenols oder der bei der Melanisierung produzierten Sauerstoff-Radikale 
abgetötet wird (Nappi und Christensen 2005).  
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Die Veränderung der zellulären Expression kann unter anderem zur Folge haben, dass die 
Erreger mittels Phagozytose aufgenommen werden um sie in zytosolischen Vesikeln zu verdauen, 
dass eine Apoptose eingeleitet wird, oder, dass antimikrobielle Proteine (AMPs) für das Zytosol 
oder die Hämolymphe produziert werden (Altincicek, Knorr u.a. 2008). Einige der hier genannten 
Reaktionen auf eine Infektion werden von Fettkörperzellen oder speziellen Immunzellen 
(Hämocyten) realisiert, welche in der Hämolymphe zyklisieren (Giulianini, Bertolo u.a. 2003). 
Wie bereits erwähnt, sind in 
dieser Arbeit (Manuskript 4) die 
Prozesse der Immunantwort 
von Interesse, die aufgrund der 
Produktion von reaktiven 
Sauerstoffspezies funktionieren 
und so entweder an den 
Signalwegen der Zelle, oder an 
der Anreicherung anti-
mikrobieller Radikale beteiligt 
sind. In der Insekten- 
Immunantwort, stellt die 
Produktion des Superoxid-Radikals durch NADPH-Oxidasen (Nox) einen initialen Schritt für die 
Aktivierung des Immunsystems dar (Nappi, Vass u.a. 1995). Tatsächlich werden diese Nox-Gene, 
die sowohl in der Membran von Zellorganellen zu finden sind, als auch in der Zellmembran, erst 
nach der Erkennung einer Infektion mit Pathogenen aktiviert. Nox-Gene sind wie viele der Gene der 
angeborenen Immunantwort stark konserviert. In Insekten finden sich allerdings nur Nox5-Gene, 
welche nicht durch Protein-Protein-Interaktionen, wie die anderen Nox-Varianten, sondern durch 
Ca2+ -Ionen aktiviert werden (Kawahara, Quinn u.a. 2007). Das freie Superoxid kann in der 
Hämolymphe dann zu einer Reihe weiterer, meist weitaus reaktiverer Radikale reagieren (Abb. 
11B). Dies kann zur Initiation von Signalkaskaden führen (Rhee 2006), immunologische Reaktionen 
unterstützen (z.B. Komarov, Slepneva u.a. 2006, Arbi, Pouliliou u.a. 2011), oder immensen Schaden 
verursachen (Boelsterli 2009). Die herkömmliche Sicht auf die SODs beschreibt sie in diesem 
Zusammenhang als Schutzenzyme, die für die Beseitigung des überschüssigen Superoxids 
verantwortlich sind (McCord und Fridovich 1969), (Abb. 11A). Die einzige gut charakterisierte 
extrazelluläre Insekten-SOD wird auch in diesem Kontext beschrieben, wobei allerdings ein in vivo 
Nachweis fehlt (Colinet, Cazes u.a. 2011). Allerdings ist auch ein Umdenken in Gange, welches den 
Sauerstoff-Radikalen zunehmend positive Mitwirkungen zuschreibt (A. F. Miller 2004). Welche 
Funktion SODs in P. cochleariae haben wurde in Manuskript 4 näher untersucht. 
Abbildung 11: Chemische Reaktionen des Superoxid-Radikals 
und seine Derivate. A: Reaktionen von Superoxid-Dismutasen, B: 
Reaktionen, die entweder durch Folgereaktionen mit Stickstoffmonooxid oder 
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1.6 Zielsetzung der Arbeit 
Die Blattkäfer innerhalb der Chrysomelina stellen, wie gezeigt wurde, ein enorm vielseitiges 
Forschungsfeld dar. Von besonderem Interesse sind dabei stets die Teilbereiche gewesen, die sich 
auf andere Spezies, auch außerhalb dieses Unterstammes, in phylogenetischen und biochemischen 
Bezügen übertragen lassen (A. Burse, Frick u.a. 2009, M. Kunert, Rahfeld u.a. 2013, Snyder und Qi 
2013). So stellen die Mechanismen der Sequestrierung und die Bereithaltung von Wehrsekreten 
durchaus häufige Phänomene innerhalb der Insekten dar (Pasteels, Gregoire u.a. 1983).  
In der Vergangenheit gelang es, trotz des Fehlens von Sequenzinformationen eines Vertreters 
der Chrysomelina oder einer phylogenetisch näher verwandten Gruppe als T. castaneum, unter 
Ausschöpfung von (bio-)chemischen Methoden, die grundlegenden Eigenschaften des 
Transportsystems (Kuhn, Pettersson u.a. 2004, Discher, Burse u.a. 2009) und der Sekret-Biochemie 
(z.B. Daloze und Pasteels 1994, Veith, Lorenz u.a. 1994) zu ergründen. Basierend auf chemischer 
Analytik wurden chemotaxonomische Untersuchungen vorgenommen, die die Mechanismen der 
larvalen Biochemie mit der Sekundärchemie der Wirtspflanze ins Verhältnis setzten 
(Zusammenfassung in: Dettner 1987). Untersuchungen, die später mit molekularen Methoden 
bestätigt und vertieft wurden (Termonia, Hsiao u.a. 2001).  
2008 wurden in der Arbeitsgruppe von Dietrich Ober  die ersten Sequenzen von Sekret-
Proteinen (SAO) veröffentlicht (Michalski, Mohagheghi u.a. 2008), wohingegen molekulare 
Grundlagen eines Wehrsekret-Transportersystems in einem Insekt sind erst seit diesem Jahr von T. 
castaneum (Li, Lehmann u.a. 2013) und durch die Charakterisierung des ABC-Transporters an den 
Vesikeln von C. populi (Strauss, Peters u.a. 2013) publiziert worden. 
Mit der Assemblierung des Transkriptoms von P. cochleariae und dann auch von C. populi 
(weitere in Vorbereitung, M. Stock, D. Wang), sind nun Daten zugänglich, die durch in silico-
Vergleiche mit bekannten Transkripten anderer Spezies via BLAST (Altschul, Madden u.a. 1997) und 
durch Sequenz-basierende Domänen Vergleiche mit charakterisierten Proteinen anderer 
Organismen via pfam (Punta, Coggill u.a. 2012), Kandidaten zurückliefern, die für bestimmte 
biochemische Prozesse verantwortlich sein könnten.  In der Regel finden sich aber mehrere 
Varianten eines Proteins, welches die gleiche vorhergesagte Funktion haben und welche sich durch 
den Sequenz-Vergleich nicht ausreichend diskriminieren lassen, um für eine distinkte Funktion im 
Organismus verantwortlich gemacht zu werden. 
In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage nach der in vivo Relevanz eines Kandidaten, 
welcher durch einen in vitro Assay oftmals nicht ausreichend nachgebildet werden kann (Forward 
Genetics).  
Eine Möglichkeit zur Antwort auf die Frage nach der biologischen Rolle eines Proteins ist der 
Ansatz der „Reverse Genetics“, wobei auf die Funktion eines Genprodukts, über das Fehlen 
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desselben  geschlossen wird („loss-of-function“ Phänotyp) (Ruddle 1984). Die wahrscheinlich am 
besten funktionierende Methode für einen „Reverse Genetics“ in Nicht-Modellorganismen stellt 
derzeit die RNA interference dar (Fire, Xu u.a. 1998). Diese Technik ergänzt in unserem 
Forschungsfeld die bereits etablierten Methoden (vgl. A. Burse, Frick u.a. 2009) mit der Möglichkeit 
die generierten Daten adäquat auf funktionale Transkripte hin zu untersuchen, indem schnell und 
präzise eine Analyse von Kandidaten-Genen durch Generierung dieser loss-of-function Phänotypen 
erfolgen kann. Da RNAi hierbei lediglich die Enzyme aus dem Metabolismus heraus nimmt, muss 
eine Bewertung des biochemischen Potentials des Kandidaten nach erfolgreicher Identifizierung 
der funktionalen Variante seines Transkriptes, weiterhin in in vitro Assays geklärt werden. 
Das Ziel dieser Arbeit ist es daher, durch die Anwendung von RNAi auf allen Ebenen der 
vorbereitenden und realisierten Wehrbiochemie, ihr Potential zur Aufklärung der molekularen 
Basis derselben zu nutzen und Beiträge zur Identifizierung von Schlüsselproteinen in diesen 
metabolischen Netzwerken zu liefern. 
Die für diese Arbeit maßgeblichen Manuskripte, werden hier thematisch gereiht, wobei eine 
Anwendung der Methode auf ein Enzym im Fettkörper, über die Zucker-Transportmechanismen 
der der Wehrdrüsenzelle, hin zur Enzymatik des Wehrsekretes und zum systemischen 
Herabregulation von Proteinen im Kontext des oxidativen Stresses und der Immunantwort in 
Insekten nachvollzogen werden kann.  
1) Identifizierung der in vivo Funktionalität der Isoprenyl-diphosphat synthase im larvalen 
Fettkörper. (Manuskript 1) 
Für PcIDS1, wurde in in vitro Assays bereits eine enzymatische Aktivität in der Umsetzung von 
DMADP zu GDP gezeigt, wobei durch Veränderung des metallsichen Cofactors von Co2+ zu Mg2+ 
anstelle von GDP FDP synthetisiert wurde. Mittels RNAi sollte geklärt werden, ob PcIDS1 tatsächlich 
für die Produktion von GDP, der Vorstufe für 8-hydroxy-Geraniol-8-O-β-D-Glucosids in der 
Wehrbiochemie verantwortlich ist und ob das Enzym die Bifunktionalität auch in vivo zeigt.  
2) Identifizierung von Zucker-Transportern an der Wehrdüsenzelle. (Manuskript 2) 
Um putative Zucker-Transporter, die eine Rolle in metabolischen Netzwerken der Larven spielen 
könnten zu identifizieren, wurde ein Data-Mining im Transkriptom von P. cochleariae durchgeführt. 
Putative Zucker-Transporter wurden identifiziert, die sich aufgrund von Homologien nicht präziser 
im Stoffwechsel der Larve verorten ließen. Via qPCR Analysen wurden 17 Transporter identifiziert, 
die aufgrund der hohen Expression im Wehrdrüsengewebe für die Versorgung der Drüsenzelle mit 
Energieträgern in Frage kamen. Mittels RNAi sollten diese Kandidaten auf ihre Funktion im Körper 
hin untersucht werden, um zu ermitteln ob ein spezifischer Transporter die Wehrdrüsenzelle mit 
Kohlenhydraten versorgt.   In diesem Zusammenhang sollte auch ein Blick auf das Co-regulatorische 
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Netzwerk innerhalb dieser Transporter geworfen werden, indem durch RNA-seq-Daten Hinweise 
auf ein solches gesammelt wurden. 
3) Anwendung von RNAi auf finale enzymatische Schritte der Wehrbiochemie. (Manuskript 3)  
Anhand der CpopSAO aus C. populi, einem Enzym, das bereits zuvor in vitro charakterisiert 
wurde (Kirsch, Vogel u.a. 2011a), sollte der Beweis erbracht werden, dass das Enzym auch in vivo 
die gezeigte Funktion erfüllt. Für ein Protein des Sekrets von P. cochleariae, welches mittels 
Proteomanalyse gefunden wurde, PcTo-like1, zeigte sich nach RNAi-vermittelter Herabregulierung 
einen Einfluss in der Zyklisierung von 8-Oxogeranial zu Chrysomelidial, ohne dass die in silico 
Analyse des Proteins zuvor eine solche Funktion vorhergesagt hätte (Arbeit von P. Rahfeld). Dieser 
Artikel ist chronologisch die älteste, weshalb hier auch die in silico off-target-Vorhersage etabliert 
worden ist.  
4) Systemische Analyse von Cu/Zn-SODs in P. cochleariae (Manuskript 4)  
Mittels RNAi sollte die genaue Art und Weise der Beteiligung von Cu/Zn-bindenden Superoxid-
dismutasen (SOD) an der Immunantwort und anderen Mechanismen des oxidativen Stresses in den 
Larven von P. cochleariae untersucht werden. Da diese Enzyme in mehreren Geweben exprimiert 
werden, sollte anhand der Cu/Zn-SODs auch untersucht werden, wie systemisch RNAi in Blattkäfern 
wirkt. Die Eigenschaften der SOD und das Vorkommen der extrazellulären Variante im Sekret und 
in der Hämolymphe machten es ferner Möglich neue immunologische und xenobiotische Bioassays 
zu testen und die Resultate funktional zu validieren. 
 
Das übergreifende Ziel dieser Arbeit ist die in vivo Identifizierung von Protein-Funktionen, die 
wie beschrieben wurde, auf allen Ebenen der Wehrbiochemie Anwendung findet. Anhand der 
durch vielfältige analytische Methoden charakterisierten „loss-of-function“ Phänotypen, kann 
eindeutig auf eine Funktion des Zieltranskriptes in den Larven zurückgeschlossen werden. Die hier 
erhobenen Daten sollen zum Verständnis der Wehrbiochemie in Blattkäferlarven beitragen und 
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Mechanismus zur Wirkregulation von Enzymen dar und hat weitreichende Konsequenzen auf das 
geltende Verständnis von produktregulativen Möglichkeiten eines Gens. Durch die Anwendung von 
RNAi auf PcIDS1 konnte nachgewiesen werden, dass das Enzym in vivo für die Produktion der 
Chrysomelidial-Vorstufe 8-hydroxygeraniol-8-o-β-d-glucosid verantwortlich ist, was sich durch eine 
zunehmende Reduktion des Gesamtgehaltes an Chysomelidial pro Larve über die Zeit zeigte, 
welche bei Kontrollbehandlungen nicht auftragt. Schließlich produzierten die Larven gar kein 
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Zusammenfassung der Arbeit: 
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Proteinbiosynthese und dem anschließenden Transport der produzierten Proteine, sowie 
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Weitertransport der Glucoside wird Energie in Form von ATP benötigt, welches in Mitochondrien 
durch Zellatmung gewonnen wird. Die hierfür benötigte Glukose wird in Insekten aus Trehalose 
gewonnen, die über Zucker-Transporter aus der Hämolymphe importiert wird. 
In dieser Arbeit wird die Transkriptom-weite Analyse solcher Transporter unter 
phylogenetischen Gesichtspunkten beschrieben. Eine funktionale Validierung einzelner 
Transporter wurde mittels RNAi durchgeführt, wobei bei zwei Transportern eine Verminderung der 
Sekretmenge nachweisbar war. Weitergehende Analysen deckte ein metabolisches Netzwerk auf, 
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Extrazelluläre Cu/Zn-Superoxid-Dismutasen sind in Insekten so gut wie nicht erforscht. In P. 
cochleariae finden sich gleich drei dieser Isozyme, die in unterschiedlichen Geweben exprimiert 
werden nebst einer zellulären SOD. Diese vier SODs wurden mit RNAi ausgeschaltet. Mittels 
Fitnessanalysen, künstlicher Induktion von oxidativem Stress, sowie durch die Infektion mit Gram 
(+) und (-) Bakterien und dem Pilz Metarhizium anisopliae, wurde die Funktion der PcSODs in der 
Antwort auf diese Faktoren identifiziert. Diese Arbeit beschreibt zum ersten Mal eine zentrale Rolle 
von extrazellulären SODs in der Immunantwort in Insekten, eine Rolle, die zuvor nur von zellulären 
SODs bekannt war. 
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Manuskript 2: (Stock, Gretscher u.a. 2013) 
 
Da dieses Paper zum Zeitpunkt des Druckes der vorliegenden Belegversion der Dissertation 
bereits publiziert vorliegt, wurde hier nicht wie in der Gutachter-Version das vorläufige 
Manuskript eingebunden, sondern die publizierte Version. Beide unterscheiden sich lediglich in 
ihrem Layout, nicht aber in ihrem Inhalt. (Anm. d. Autors) 
 
Da das Ergänzungsmaterial dieser Arbeit sehr umfangreich ist, wurde in dieser Version lediglich 
die Abbildung S9 angehängt, die für die Diskussion der Ergebnisse wichtig ist. Die weiteren 












































































Manuskript 2: (Stock, Gretscher u.a. 2013) 
 
 
Figure S9 RNAi effects on the development of the larvae from P. cochleariae.  
A, The development of larval weight was documented and measured in a 24 or 48 h period. B, In 
neither the  relative growth rate nor in the weight of freshly emerged pupae significant differences 
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Manuskript 4: (Gretscher, Stock u.a. tba)  
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4. Rahmende Diskussion 
4. Rahmende Diskussion 
4.1 Funktionale Identifizierung von Proteinen im Wehrsystem mittels RNAi 
Wie anhand der für diese Dissertation zusammengefassten Arbeiten gezeigt werden konnte, ist 
es möglich mittels RNAi molekulare Grundlagen der Wehrbiochemie zu identifizieren und dank des 
funktionalen Nachweises in vivo, zu einem tieferen Verständnis der Zusammenhänge beizutragen. 
PcIDS1 zeigte in vitro eine Bifunktionalität als Produzent von Geranyl-Diphosphat (GDP), bzw. 
von Farnesyl-Diphosphat (FDP), wenn entweder Co2+ oder Mg2+ als Metall-Cofaktor verfügbar ist 
(Manuskript1, Fig. 3). Der in Manuskript 1 dargestellte RNAi-Phänotyp zeigt die Funktion dieses 
Enzyms in der Produktion von 8-HO-Geraniol-8-O-β-D-glucosid erstmals in vivo, da ohne dieses 
Enzym sowohl die Konzentration dieser Vorstufe in der Hämolymphe abnimmt (Manuskript 1, Fig. 
2E), weniger Sekret produziert wird (Manuskript 1, Fig. 2C) und pro Larve weniger Chrysomelidial 
messbar ist (Manuskript 1, Fig. 2F). Durch die Analyse der Entwicklungsparameter der Larven 
konnte gezeigt werden, dass das Enzym keinen Einfluss auf die Entwicklung derselben hat 
(Manuskript 1, Fig. S3). Sollte PcIDS1 für die Synthese von essentiellem FDP verantwortlich sein 
hätten sich dahingehend Einflüsse zeigen sollen, dass entweder das Gewicht oder die 
Entwicklungszeit gegenüber den Kontrollen verschoben gewesen wäre. Die Vermutung liegt daher 
nahe, dass noch eine weitere IDS im Körper vorhanden ist, die FDP synthetisiert, da die Mengen an 
essentiellem FDP, die benötigt werden um den Metabolismus in Gang zu halten nicht durch die 
verbleibende Enzymaktivität der PcIDS1 erklärt werden können (Manuskript 1, Fig. 2D). Denkbar 
wäre auch, dass PcIDS1 in einer noch unbekannten Kompartimentierung des Fettkörpers lokalisiert 
ist, die eine höhere Co2+ Konzentration im Vergleich zur Umgebung aufweist. Das Enzym könnte 
daher ausschließlich für die Synthese von GDP verantwortlich sein und nur potentielle Aktivität in 
der FDP-Synthese in vitro zeigen, nicht aber in vivo. Im Hinblick auf die Entwicklung der Larven ist 
es auch noch relevant, dass das mit FDP synthetisierte Juvenilhormon, welches der Steuerung der 
Entwicklung dient, in der Corpora allata im Gehirn der Insekten gebildet wird (Bellés, Martín u.a. 
2005). Im Gewebe des Kopfes der Larven zeigte sich allerdings keine signifikante Reduktion des 
Transkripts nach der Behandlung mit dsRNA (Manuskript 1, Fig. 2B), wonach unverändert 
Juvenilhormon durch PcIDS1 gebildet werden könnte. 
Zusammengenommen sind die Informationen aus dem in vitro und dem RNAi Assay gleichsam 
bedeutend. Eine Aussage über die potentielle Aktivität des Enzyms wäre mit RNAi nicht möglich 
gewesen und ein in vitro Assay hätte die betonte Aktivität des Enzyms in der Wehrbiochemie nicht 
erkennen lassen können. 
Dieses gilt im gleichen Maße für die Experimente im Manuskript 2, die in vivo zu einer 
kontextualen Differenzierung von in silico charakterisierten Zucker-Transportern führte. 
Transporter der „solute carriers (SLC) 2 family“, die auch als „Glucose und Polyol Transporter“ 
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bezeichnet werden, befinden sich demnach in der Membran der Wehrdrüsenzelle wo sie für den 
Transport von Trehalose und auch anderen Zuckern verantwortlich sein können. Die getesteten 
Transporter waren in den Wehrdrüsenzellen hoch exprimiert, fanden sich aber mitunter auch in 
anderen Geweben (Manuskript 2, Fig. 6). Da mit der Injektion von dsRNA in den getesteten Fällen 
RNAi immer in mehreren Geweben ausgelöst wurde, war es gerade im Hinblick auf den Zucker-
Stoffwechsel wichtig zu überprüfen, ob mit dem Herabregulieren eines Zucker-Transporters 
vielleicht die Versorgung des Organismus' mit Energieträgern gestört wird. Daher wurden 
Entwicklungsparameter ähnlich wie in Manuskript 1 erhoben, welche in keinem der getesteten 
Fälle zu einer Veränderung der Larval-Entwicklung oder des Puppen-Gewichts führte (Manuskript 
2, Fig. S9). Eine Erklärung dafür könnte sich in einer metabolischen Co-Regulation finden, die durch 
die Heraufregulierung anderer Zucker-Transporter eine kontinuierliche Versorgung der Zellen mit 
Energieträgern gewährleistet. Selbst die Injektion mit dsRNA gegen vier verschiedene Transporter 
gleichzeitig führte nicht zu einer Veränderung der Entwicklungsparameter, obwohl auf Transkript-
Ebene nachweisbar war, dass RNAi erfolgreich induziert wurde (Manuskript 2, Fig. 7A). Eine 
genauere Diskussion dieses Aspekts findet sich in Kap. 4.2.2) 
Anders verhält es sich mit der Wehrchemie. Zwar wurden auch im Fall der RNAi auf PcSUT1 und 
PcSUT2 andere Transproter-Transkripte heraufreguliert, aber in diesen beiden Fällen wurde 
einerseits weniger Wehrsekret produziert und andererseits nahm die Menge an Chrysomelidial ab 
(Manuskript 2, Fig. 7B, C). Da sich in diesen beiden Fällen die larvalen Entwicklungsparameter auch 
nicht von denen der Kontrollen unterschieden, liegt es nahe anzunehmen, dass diese beiden 
Transporter eine für die Drüsenzellen exklusive Funktion in der Versorgung des 
Wehrdrüsengewebes mit Kohlenhydraten haben. In diesem Fall müssen in vitro Assays nach der 
RNAi-basierenden Identifizierung zeigen, was genau das Substratspektrum von PcSUT1 und PcSUT2 
ist, um eine Aussage darüber treffen zu können was genau transportiert werden kann.  
Die Anwendung von RNAi gegen das bereits in vitro charakterisierte Enzym CpopSAO führte zur 
Bestätigung der vorhergesagten Rolle in der Wehrchemie in vivo (Manuskript 3, Fig. 3c,d). Da sich 
eine Reihe von Proteinen mittels LC-MS/MS in Sekreten von Blattkäferlarven und -adulten 
identifizieren lassen, die zum Teil unbekannt sind, könnte die in Manuskript 3 gezeigte 
Herangehensweise auch genutzt werden um unbekannte Proteine funktional zu charakterisieren. 
Am Beispiel des in der gleichen Arbeit von Peter Rahfeld bearbeiteten Proteins PcTo-like1 konnte 
bereits beispielhaft gezeigt werden, dass weder Sequenzvergleiche mit charakterisierten 
Transkripten anderer Arten, noch mittels funktionaler Vorhersage über die Aminosäuresequenz, 
die Position eines Proteins im Metabolismus sicher bestimmt werden kann. Denn dieses Protein, 
welches dem Transport von hydrophoben Stoffen im Insekt dienen soll, hat entscheidenden Einfluss 
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auf die Zyklisierungsreaktion von 8-Oxogeranial zu Chrysomelidial im Sekret von P. cochleariae 
(Manuskript 3, Fig. 5b). 
Neben dem Potential der Methode in der Anwendung auf sekretorische Proteine, wurde in 
diesem Manuskript auch die Methode zur off-target-Vorhersage für nicht-Modellorganismen 
beschrieben, die in allen Arbeiten Anwendung findet und in Kap. 4.2.1 näher beschrieben wurde. 
Schließlich wurden in Manuskript 4 Cu/Zn-SODs bearbeitet. SODs sind bekannt dafür, dass sie 
Superoxide mithilfe von Catalasen über Wasserstoffperoxid zu Wasser und O2 abbauen. Diese 
Funktionalität wurde in den größeren Zusammenhang der Langlebigkeit verschiedener Organismen 
(Diaz-Albiter, Mitford u.a. 2011, Phillips, Campbell u.a. 1989), und menschlichen Krankheiten 
gestellt, die durch oxidativen Stress verursacht, oder verstärkt werden (z.B. Moretto und Colosio 
2013). Eine aktive Rolle in Insekten wird lediglich der zellulären SOD in Hämozyten nachgesagt, die 
daran beteiligt ist, Pathogene abzutöten (Arbi, Pouliliou u.a. 2011). Heterolog exprimierte SODs in 
P. cochleariae zeigen alle in vitro Aktivität (Manuskript 4, Fig. 3C), und mit RNAi konnte 
nachgewiesen werden, dass alle vier Isozyme tatsächlich eine Rolle im Schutz vor reaktivem 
Sauerstoff spielen, der durch verschiedene Chemikalien ausgelöst wurde (Manuskript 4, Fig. 8). 
Interessanterweise konnte für eine der extrazellulären SODs (PcSOD3.1) eine Rolle in der Abwehr 
von Gram positiven Bakterien und Pilzen zugeordnet werden (Manuskript 4, Fig. 9B, C). Ob vielleicht 
eine der PcSODs auch eine Rolle in der Langlebigkeit der Tiere spielt, bleibt abzuwarten, denn diese 
Experimente sind noch nicht abgeschlossen (Stand 13.12.2013). 
Alle diese Arbeiten beleuchten einen besonderen Teilaspekt der Anwendung von RNAi in 
Blattkäfern, sei es nun das Gewebe, in dem RNAi induziert wird, die Komplexität des metabolischen 
Netzwerkes in dem das Protein sitzt, oder die Analysen, die notwendig sind, die meist versteckten 
Phänotypen zu erkennen. Weitere Projekte, die RNAi nutzen sind bereits in Vorbereitung und im 
Kapitel 4.4.2 wird die Anwendung von RNAi auf einen ganz neuen Aspekt, der Ökologie von 
Blattkäfern, in Aussicht gestellt. 
 
4.2 Parameter zur Validierung von RNAi-Effekten. 
Wie aus Manuskript 4, Fig. 4A hervorgeht, beginnt die Reduktion des Transkripts bereits sechs 
Stunden nach der Injektion signifikant zu sein. Die Reduktion von PcSOD3.1 in diesem Fall, ist stabil 
über das gesamte Zeit des Larvenstadiums und auch noch acht Wochen nach der Imaginalhäutung 
(Manuskript 4, Fig. 4D). In Manuskript 3, Fig. 3a wurde gezeigt, dass sich die Reduktion des 
Transkripts von CpopSAO tageweise ähnlich reduzieren lässt. Ausgehend von diesen beiden 
ausführlichen Analysen, wurden die Transkripte in Manuskript 1 und 2 nur noch an einzelnen Tagen 
überprüft und eine Reduktion ab Tag eins bis zum Ende des Larvenstadiums bei gleicher RNAi-
Methodik vorausgesetzt. In den Manuskripten 1 und 4 konnte mit der Analyse der Expression in 
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verschiedenen Geweben bereits gezeigt werden, dass RNAi in Blattkäfern zur systemischen 
Reduktion des Trankripts fähig ist. PcIDS1 wurde im Fettkörper, den Malpighischen Gefäßen und im 
Darm reduziert, nicht aber in den Wehrdrüsen oder dem Kopf (Manuskript 1, Fig. 2B) und PcSOD3.1 
wurde in Wehrdrüsen, Fettkörper, Malpighischen Gefäßen und dem Darm herabreguliert 
(Manuskript 4, Fig. 5A).  
Untersuchungen des Transkripts in der F1-Generation von verschiedentlich induzierten Larven, 
Puppen und Imagines sollte Hinweise darauf geben, ob die Arbeit an Blattkäfern durch parentales 
RNAi erleichtert werden könnte (Bucher, Scholten u.a. 2002). Leider stellte sich für die getesteten 
Targets heraus, dass das Transkript in den Larven der nächsten Generation nicht signifikant 
reduziert worden war (Manuskript 4D-F) 
Durch Verfolgen der sekretorischen Proteine CpopSAO und PcSOD3.1 in PA-Gel konnte die 
Verminderung des Proteins nachvollzogen werden. Wie in Manuskript 3 Fig. 3b anhand eines 
zeitlichen Verlaufes gezeigt ist, wird das Protein kontinuierlich weniger bis es selbst in der Silber-
Färbung ab Tag sechs nicht mehr zu erkennen ist. In Manuskript 4, Fig. 4B ist exemplarisch das 
Sekret von P. cochleariae neun Tage nach der Injektion mit dsRNA aufgetragen, bei dem auch kein 
Protein des Zielgens mehr zu erkennen ist. 
Der dritte Nachweis, dass RNAi erfolgreich induziert wurde ist schließlich die Verminderung der 
enzymatischen Aktivität oder der Transportrate. In Manuskript 1 konnte gezeigt werden, das 
spätestens ab Tag sieben nach der Injektion die Enzymaktivität signifikant reduziert ist (Manuskript 
1, Fig. 2D), wobei sich Auswirkungen auf das Wehrsekret schon ab Tag fünf zeigen, hier also bereits 
eine verminderte Aktivität anzunehmen ist (Manuskript 1, Fig. 2C, F). Die Analysen der 
Auswirkungen der Anwendung von RNAi auf die Zuckertransporter in P. cochleariae sind absichtlich 
erst fast am Ende des Larvenstadiums gemacht worden, da Transportmoleküle einen langsameren 
Umsatz zu haben scheinen als Enzyme, wie anhand eines ABC Transporters in der Drüsenzelle 
gezeigt wurde (Strauss, Peters u.a. 2013), (Manuskript 2, Fig. 7A). Nichtsdestoweniger konnte auch 
hier in zwei Fällen eine Veränderung an den Konzentrationen von Chrysomelidial im Wehrsekret 
gezeigt werden, was auf die verminderte Zucker-Transportrate ohne PcSUT1 und PcSUT2 
zurückzuführen ist. In Manuskript 3, Fig. 3d, konnte anhand der Reduktion des Salicylaldehyds 
zugunsten des Salicylalkohols die Verminderung der CpopSAO-Aktivität mittels täglicher GC-
Vermessung von Sekretproben nachvollzogen werden. Ein direkter Vergleich mit der funktionalen 
Reduktion von PcSOD3.1 in Manuskript 4, Fig 4C zeigt, dass das Minimum an enzymatischer 
Aktivität bereits nach drei Tagen erreicht wird, wohingegen einen Minimum-Phänotyp bei CpopSAO 
erst ca. 5 Tage nach RNAi-Induktion nachweisbar war.   Diese Diskrepanz ergibt sich entweder aus 
der größeren Menge an CpopSAO-Enzym im Sekret von C. populi oder aus einem Unterschied beider 
Arten im Hinblick auf die RNAi-Sensitivität. 
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RNAi kann mit unterschiedlichen Mitteln verfolgt und validiert werden, wobei das Transkript 
einen ersten Hinweis liefert, dass die dsRNA die Zielzellen erreicht hat. Viel entscheidender im 
Zusammenhang mit der funktionalen Identifizierung von Proteinen ist allerdings der Nachweis der 
verminderten jeweiligen Aktivität des Genprodukts. Wie in Manuskript 2 gezeigt werden konnte 
hängen beide Dinge nicht zwangsläufig zusammen, da metabolische Co-Regulation zu einem 
bewahren des Wildtyps bei vermindertem Transkript führen kann (s. Kap. 4.2.2).  
 
4.2.1 Vermeidung von off-target-Effekten durch in silico Validierung der dsRNA 
Im Vorausgang der Synthese von dsRNA für die spätere Injektion in die Tiere, muss sichergestellt 
sein, dass die gewählte Sequenz einzigartig im Ziel-Transkriptom ist, damit es nicht zur ungewollten 
Co-Regulierung von Transkripten kommt, die nicht Ziel der RNAi-Induktion waren (vgl. Kap. 1.1). Es 
konnte gezeigt werden, dass in einigen Fällen eine Übereinstimmung der im RISC eingebauten 21 
nt übereinstimmende Sequenz von 11 nts ausreicht, um erfolgreich off-target-Effekte zu 
verursachen (Jackson, Bartz u.a. 2003). Die zitierte Studie untersuchte die Effekte im 
Zusammenhang mit siRNAs, wobei naturgemäß nur uniforme RISC gebildet werden. Im Gegensatz 
dazu können aus einer längeren dsRNA viele verschiedene siRNAs geschnitten werden, die in 
Einzelfällen off-target-Effekte verursachen könnten. Ebenfalls anhand von D. melanogaster Zell-
Assays konnte allerdings gezeigt werden, dass hierbei 19+ nts ausreichen, um andere Transkripte 
signifikant herab zu regulieren. Ohne eine Kontrolle solcher sequenzbasierenden Fehlerquellen, 
kann der induzierten Phänotyp nicht allein auf das eigentliche Zielprotein zurückgeführt werden 
(vgl. Kulkarni, Booker u.a. 2006).  
Für die Arbeiten in dieser Dissertation wurde ein Programm geschrieben, welches die 
gewünschten Zielsequenzen in alle möglichen 21bp-Fragmente beider Stränge zerlegt (Magdalena 
Stock). Die hieraus entstandenen in silico siRNAs wurden auf Sequenzhomologien in der 
Transkriptom-Datenbank untersucht (s. Mauskript 3). Die Bereiche, die in der zukünftigen dsRNA 
Übereinstimmungen von mehr als 20 Nucleotiden haben, ohne eine Lücke oder eine Diskrepanz 
aufzuweisen, wurden in der Folge aus der dsRNA-Sequenz herausgenommen. Eigene 
Untersuchungen mit 1500 nt langer dsRNA haben gezeigt, dass 21 bp mit einer einzelnen 
Diskrepanz in unseren Blattkäfern bereits ausreichen, um eine signifikante Reduktion des falschen 
Transkripts zu verursachen (Manuskript 3, Abb. S2). Dass neben der sequenzbasierenden Co-





4.2.2 Metabolische Co-Regulation nach RNAi Induktion 
4.2.2 Metabolische Co-Regulation nach RNAi Induktion 
Ein wichtiger Aspekt  in der Validierung von Phänotypen mittels RNAi, ist die Kontrolle der 
Induktion der RNAi-Maschinerie selbst. Die alleinige Aktivierung des RNAi-Mechanismus' führt 
systemisch zu einer Veränderung des Stoffwechselprofils, weshalb dieses Ereignis mit einer 
speziellen Kontrolle normalisiert werden muss (vgl. Hansen, Burns u.a. 2005). Eine Behandlung mit 
dsRNA, welche zwar den Mechanismus in den Zellen aktiviert, die gebildeten RISC-Proteine jedoch 
keine passende mRNA erkennen können, würde diese Aufgabe erfüllen. Eine Injektion mit 
Injektionspuffer allein normalisiert zwar die durch die Injektion entstandene Verletzung, aber 
keinesfalls die RNAi-abhängige Reaktion. Mit Entdeckung der RNAi wurden oft (Lew-Tabor, 
Kurscheid u.a. 2011, Seinen, Burgerhof u.a. 2011, Zhai, Zhang u.a. 2013), solche Kontrollen 
angewendet. Diese reichen von zufällig zusammengesetzten RNA Sequenzen (z.B. Mitchell Iii, Ross 
u.a. 2007), bis hin zur Verwendung von dsRNA, die der bekannten Sequenz des GFP-gens 
entnommen wurde (z.B. Ghanim, Kontsedalov u.a. 2007). Die letztere Variante fand in dieser Arbeit 














Abbildung 12: Differentielle Exprimierung von Zucker-Transportproteinen nach RNAi-Induktion. 
RNAi wurde auf einzelne Zuckertransporter angewendet (markiert mit „(-)“) und ihre Expression nach der Gewinnung 
von cDNA aus ganzen Larven analysiert. A: RNAi-Effekt auf das Ziel- Transkript des gesilencten Zucker-Transporters, 
Controls: gfp-Kontrolle, RNAi: 200ng dsRNA Injektion, Sequenz vom in der X- Achse notierten Transporters. B: 
Expressionsanalyse aller getesteten Transporter, Farbcode in Relation zur gemessenen Transkriptmenge in gfp-
Kontrollen: gelb: 100% grün <100%, rot> 100%. Stärke der Signifikanz: p≤0.05: *, p≤0.01:**, p≤0.001:***. R. Gretscher, 
tlw. unveröffentlichte Daten. 
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sondern auch weil durch das Fehlen eines Genoms nicht eindeutig gesagt werden kann, ob eine 
Zufalls-Sequenz nicht doch eine Entsprechung in den Blattkäfern hat. 
 Ein Phänomen, welches bei der Arbeit an Manuskript 2 ergründet wurde, ist das 
Herabregulieren von Transkripten, in Abhängigkeit vom metabolischen Pfad, der durch die RNAi 
Behandlung beeinträchtigt wird. Hierbei werden offenbar andere Transkripte endogen herauf- oder 
herabreguliert um auf den Verlust des RNAi-Zieltranskripts zu reagieren. Vergleichbares geschieht 
auch in herkömmlichen knock-out Systemen und auch in anderen RNAi Versuchen (z.B. Kippner, 
Finn u.a. 2011, Fraga, Ribeiro u.a. 2013). Dieses Phänomen wird in der Systembiologie auch mit 
Absicht genutzt, um in metabolischen Netzwerken einzelne Pfade durch die Herabregulierung von 
anderen zu betonen (Bartl, Kötzing u.a. 2013). Wenn es ein anderes Gen gibt, dass die Funktion des 
manipulierten Gens übernehmen kann, oder welches in den metabolischen Pfad eingreift, der 
durch das Fehlen des Zielgens gestört wird, kann es zur Gegenregulation durch den Organismus 
mittels zellulären Signalen kommen, die zu einer Veränderung in der normalen Expression von 
Genen führt. Im Falle der CpopSAO (Manuskript 3) kann metabolisches Co-Silencing ausgeschlossen 
werden, da es derlei zelluläre Signale aus dem extrazellulären Raum des Reservoirs nicht zu geben 
scheint, gleichwohl konnte nach der RNAi gegen die PcSODs in Manuskript 4 keine Gegenregulation 
festgestellt werden (Manuskript 4,  Fig. 5A).  
Durch anfängliche qPCR Versuche während der Arbeit an Manuskript 2 wurde beobachtet, dass 
auch die Zucker-Transporter sich in solchen differentiellen Netzwerken zu organisiert scheinen 
(Abb. 12). Daraufhin wurden RNAseq-Daten von mRNA aus Wehrdrüsengewebe generiert um 
anhand einer Transkriptom-weiten Analyse Hinweise auf die betroffenen Gene zu finden. Die in 
Manuskript 2 gezeigte differentielle Expression zahlreicher als Transportproteine annotierter 
mRNAs aus den Proben in denen RNAi auf PcSUTs angewendet wurde, stellte für uns eine Erklärung 
dar, weshalb das Ausschalten eines prominenten Transporters aus den Wehrdrüsen, nicht zu einem 
Erliegen der ATP abhängigen Wehrbiochemie führte. Andere Transporter, die ebenso einen 
Transport dieses Glucosids bewerkstelligen konnten, wurden heraufreguliert und übernahmen die 
Funktion des herabregulierten Proteins. Eine RNAseq basierende Kontrolle einer dsRNA-
Behandlung stellt daher die Vollendung der RNAi-Methode dar, da sowohl der Erfolg der RNAi am 
Transkript gemessen werden kann, als dass man auch in der Lage ist signifikante Gegenreaktionen 
des Organismus zu identifizieren (Manuskript 2, Fig. S10).  
 
4.2.3 Auslöser von RNAi, siRNA versus dsRNA 
Da RNAi im Prinzip auch durch die direkte Injektion von siRNA induziert werden kann, was die 
Vermeidung von off-target-Effekten begünstigen würde, wurde auch getestet, ob RNAi mittels 27 
bp siRNAs induziert werden kann. Hierzu wurde aus der kodierenden Sequenz von PcSOD3.1 unter 
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Beachtung der von Reynolds et al. (2004) 
publizierten Spezifikationen für effektive 
siRNAs eine Sequenz ausgewählt und 
synthetisiert (siMax, MWG eurofins operon). 
Es wurden Test-Injektionen mit 100 pmol 
siRNA je L3-Larve, vorgenommen, was einer 
Injektion mit 1,78 µg dsRNA entspricht. Dabei 
wurde die siRNA zum einen ausschließlich in 
Injektionspuffer gelöst, ein anderes Mal mit 
Lipofectamine (life technologies) nach 
Herstellerangaben versetzt und für eine dritte 
Testreihe wurde IsiFect (BianoScience) als 
Transfektionshilfe verwendet. In allen Fällen 
konnte nach drei Tagen keine Reduktion des 
Transkripts in Gewebe von P. cochleariae 
festgestellt werden, was exemplarisch in 
Abbildung 13 am Beispiel mit IsiFect gezeigt ist. 
Auch in T. castaneum war bisher eine künstliche Induktion von RNAi durch  siRNAs nicht 
erfolgreich (Wang, Wu u.a. 2013), obwohl der Modellkäfer bekanntermaßen sehr sensitiv für dsRNA 
ist.  
In der hier vorliegenden Arbeit variiert die Länge der dsRNA stets in Abhängigkeit der 
verfügbaren Sequenz nach der off-target Vorhersage. Die injizierte Menge richtete sich allerdings 
stets nach der Einwaage der dsRNA im Injektionspuffer, sodass bei gleichen Konzentrationen immer 
die gleiche Menge an dsRNA injiziert wurde, trotz der Unterschiede in der Länge der dsRNA (z.B. 1 
µg einer 500 bp dsRNA ergibt 3,03 pmol, 1 µg einer 1500 bp dsRNA ergibt 1.01 pmol). Die Injektion 
von dsRNA mit einer Länge von 173 bp (PcSOD3.3) führte indes genauso zum Erfolg, wie die 
Injektion mit der 1500 bp dsRNA von CpopSAO. Gleichermaßen hatte die Menge an dsRNA keinen 
positiven Einfluss auf die Induktionsgeschwindigkeit oder das Ausmaß des RNAi-Phänotyps 
(Manuskript 3, Fig. 3d) (vgl. He, Cao u.a. 2010). 
Obwohl anhand von CpopSAO gezeigt werden konnte, dass eine Injektion mit 100 ng dsRNA 
ausreicht um RNAi auszulösen wurde in dieser Arbeit standardmäßig eine Menge von 200 ng 
injiziert. Damit sollte zum einen abgesichert werden, dass die dsRNA nicht durch möglicherweise 
vorhandene RNAse III-Enzyme abgebaut wird, bevor sie das Zielgewebe erreich. Dass derartige 
Enzyme zumindest im Mitteldarm der Larven von P. cochleariae zu finden sind, wurde von Sher 
























Abbildung 13: Transkript von PcSOD3.1 nach 
Injektion mit siRNA. Drei Tage nach der Injektion  mit 
IsiFect und 100pmol siRNA wurden die Larven präpariert, 
die Expression von PcSOD3.1 via qPCR analysiert und zur 
Kontrolle normalisiert. Referenzgen war PcRP-L6. n=3. 
(eigene unveröffentlichte Daten) 
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wurde nicht untersucht. Zum anderen wurde beobachtet, dass Transkripte, die Proteine mit 
geringerer Abundanz codieren, bei kleineren Mengen von dsRNA nicht so effektiv herabreguliert 
werden, wie höher abundante Proteine mit der gleichen Menge an dsRNA (Arbeiten im 
Zusammenhang mit Manuskript 1, unveröffentlicht). Das würde vermuten lassen, dass der RNAi-
Mechanismus an Effektivität zunimmt, wenn die RISC-Proteine im Zytosol häufiger Basenpaarung 
mit mRNA eingehen, sodass bspw. auf eine akute Infektion mit Viren heftiger reagiert wird als auf 
das kontinuierliche, aber seltenere Auftreten von dsRNAs die von Transposons kodiert werden. 
Beides ist allerdings höchst spekulativ und wird durch die Forschungen anderer Gruppen am RNAi-
Mechanismus geklärt werden müssen.  
 
4.2.4 Injektionsprozedur bei Larven, Puppen und Adulten 
In Anlehnung an die Etablierung der Methode in Prof. Buchers Labor (z.B. Nico Posnien, Schinko 
u.a. 2009) wurde auch hier eine 
Position für die Injektion gesucht, 
die über alle Larvenstadien hinweg 
und bei mehreren Blattkäfer-
Arten, zugänglich ist und eine 
ausschließliche Injektion in die 
Hämolymphe erlaubt, ohne den 
Darm zu verletzen. Da die Tiere nur 
durch Herabkühlen verlangsamt 
und nicht mit CO2 oder ähnlichen 
gasförmigen Neurostatika 
betäuben werden sollten, musste die Injektionsstelle auch für sich bewegende Larven gut 
erreichbar sein. Die Position, die für alle Blattkäferlarven gut zu funktionieren scheint, ist 
dorsomedian hinter dem prothorakalen Tergit (Abb. 14). Eine Injektion in die intersegmentale 
Membran an der Stelle kann mit größeren Volumina (bis 10% des Gewichtes der Larven) erfolgen, 
ohne, dass eine relevante Menge an Hämolymph-Injektionsflüssigkeitsgemisch nach dem Ziehen 
der Kapillare austritt. Puppen können erfolgreich mit bis zu 20% ihres Körpergewichtes an der 
gleichen Stelle wie die Larven injiziert werden und bei Imagines ist eine Injektion in die 
metathorakalen Coxen erfolgreich. Eine injektionsbedingte Mortalität kann nur bei L1 und L2-
Stadien beobachtet werden, wo sie ca. 10% bzw. 5% betragen kann.  
Nach der Injektion findet eine rasche Verteilung der Injektionsflüssigkeit im Körper statt, sodass 
die dsRNA, gelöst in der Hämolymphe, alle Organe umspült und von den Zellen aufgenommen 
werden kann (Huvenne und Smagghe 2010). Ob oder ob nicht in einem Organismus RNAi induziert 
Abbildung 14: Injektionsstelle am Beispiel von P. cochleariae 
und RNAi-induzierbare Gewebe. Lila umrandet: „silencebare“ 
Gewebe (Manuskript 4), Pfeile: Richtung des Hä,olymph-Stoms, 




werden kann, liegt an einer Reihe von Faktoren (z.B. Terenius, Papanicolaou u.a. 2011, Melnyk, 
Molnar u.a. 2011) und muss jeweils empirisch für die Zielart erprobt werden. Allgemein gilt in 
Insekten allerdings, dass in phylogenetisch evolvierteren Gruppen jenseits der Coleoptera RNAi 
schwieriger zu etablieren ist, als bei denen darunter. Zum Beispiel kann in D. melanogaster kein 
systemisches Silencen durch die Injektion von dsRNA induziert werden (z.B. S. C. Miller, Brown u.a. 
2008), wohingegen in hemimetabolen Insekten RNAi regelmäßig erfolgreich ist (z.B. Katoch, Sethi 
u.a. 2013).  
Im Sinne des „Beyond Drosophila“ Paradigmas wurde auch in dieser Arbeit belegt, dass RNAi 
und Sequenzierungstechniken tatsächlich die Tür für die funktionale Charakterisierung von 
Proteinen in Nicht-Modellorganismen geöffnet hat (vgl. Mito, Nakamura u.a. 2011). Nichts desto 
weniger konnte in der vorliegenden Arbeit auch gezeigt werden, dass die Integration von 
adäquaten Kontrollen im Vorausgang und wünschenswerterweise auch im Nachgang der 
Experimente, essentiell für die Absicherung der Effekte von RNAi ist. Richtlinien für die RNAi sollen 
dabei helfen falsch-positive Phänotypen zu erkennen (z.B. Kulkarni, Booker u.a. 2006), aber die 
Kontrolle etwaiger Feedback-Schleifen, die zu einer differentiellen Exprimierung führen, sind selten 
(z.B. Ciudad, Belles u.a. 2007), was auch daran liegt, dass RNAi traditionell vor allem für die 
Erforschung von Entwicklungsgenen eingesetzt wird, welche eben keine alternative Entsprechung 
im Genom zu haben scheinen, die i, Falle eines Ausfalls differentiell exprimiert werden kann. Ein 
genetisches Arbeiten jenseits von T. castaneum und D. melanogaster ist durchaus möglich und 
wurde bereits hundertfach angewendet (Katoch, Sethi u.a. 2013), aber es bedarf gerade wegen der 
prinzipiellen Leichtigkeit der Generierung von RNAi-Phänotypen, einer adäquaten Absicherung der 
selbigen unter Einbeziehung der größtmöglichen Menge an genetischer Information.  
 
4.3 Ausblick 
4.3.1 Zukünftige Arbeiten zu in Manuskript 4 beschriebenen PcSODs 
Der Nachweis der in vivo Funktionalität der in Manuskript 4 untersuchten SODs erwies sich als 
viel komplexer als zuvor angenommen, weshalb das Manuskript noch nicht vollständig vorliegt. 
Nichtsdestoweniger stellen die Ergebnisse bereits zum jetzigen Zeitpunkt einen Nachweis dar, 
dass SODs in Insekten womöglich viel komplexer funktionieren als durch bisherige 
Veröffentlichungen gezeigt werden konnte. Wenn extrazelluläre SODs tatsächlich die Mediatoren 
von Signalkaskaden über die Produktion von H2O2 sind, oder eben eine Rolle in der Vernichtung von 
mikrobiellen Pathogenen spielen, müssen weitere Experimente zur Absicherung durchgeführt 
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Folgende Experimente würden die mechanistische Aufklärung der Rolle der PcSODs 
entscheidend voranbringen: 
1. Infektion mit entomopathogenen Bakterien (z.B. Bacillus sphaericus, Gram(+), DSM-28 und 
Xenorhabdus nematophila, Gram(-), DSM-3370, beides S1 Organismen. 
Diese Experimente wären notwendig, um zu zeigen, dass die beobachteten Ergebnisse der Infektion 
mit E. coli und M. luteus auch auf Pathogene von Käfern zutreffen. E. coli uns M. luteus werden 
häufig in in vitro Assays genutzt um antimikrobielle Eigenschaften von biogenen Stoffen oder 
chemischen Komponenten auszutesten. Ihnen fehlt allerdings die Fähigkeit auf das Insekten-
Immunsystem und die durch das Insekt angebotenen Nährstoffquellen, angepasst zu reagieren, da 
sie normalerweise für Insekten eben nicht virulent sind. Zeigt sich auch hierbei eine Unterscheidung 
der Funktion von PcSOD3.1 zwischen Gram positiven und Gram negativen Bakterien, könnte das 
weitere Hinweise auf den Mechanismus von PcSOD3.1 in P. cochleariae geben. 
2. RNAseq von folgenden 48 Proben (RNA aus ganzen Larven, 2 biologische Replikate, ein 
Replikat aus 10 Larven des gleichen Gewichts) 
 
Tabelle 1: Übersicht über die Proben, von denen RNAseq Analysen zu einem Verständnis der SOD 
Funktionalität beitragen würden. 
 Wildtyp gfp PcSOD1(-) PcSOD3.1(-) PcSOD3.2(-) PcSOD3.3(-) 
Unbehandelt/ dsRNA behandelt X X X X X X 
E. coli/ X. nematophila, 1x106 
Zellen 
X X X X X X 
M. luteus /B. sphaericus, 1x106 
Zellen 
X X X X X X 
M. anisopliae, 1 x103 Conidien X X X X X X 
 
Im zweiten Experiment könnte deutlich werden, ob die Vielfältigkeit immunologischer 
Transkripte, die durch zelluläre Signale im Fall der Infektion mit verschiedenen Pathogenen 
exprimiert werden können, eine Abhängigkeit von einer SOD haben. Wenn die SOD eine Rolle in 
der Signaltransduktion nach der Infektion spielen sollte, verändern sich ohne die SOD die 
Expressionschemata im Vergleich zum Wildtyp, was durch eine anschließende bioinformatische 
Auswertung der differentiellen Expression zu einer neuen Einsicht in die SOD-abhängigen 
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4.3.2 Verhaltensänderung der Blattkäfer durch RNAi gegen Duftbindende Proteine   
In der Gruppe von Prof. Dr. Monika Hilker an der Freien Universität zu Berlin wurde in 
Experimenten gezeigt, dass Puppen und junge adulte P. cochleariae auf den Duft einer bestimmten 
Wirtspflanze geprägt werden können. Dazu wurden die genannten Stadien mit in Dichlormethan 
(DCM) gelöstem Phenylisothiocyanat (PEITC) behandelt und die Präferenz der auf diese Weise 
geprägten Käfer mittels Y-Olfaktometer dokumentiert. Eine Kontrollgruppe wurde lediglich dem 
Lösungsmittel ausgesetzt. Die Analyse von sequenziertem Antennengewebe von Imagines nach der 
Prägung zeigte ein duftbindendes Protein (odorant binding protein, OBP) welches bei geprägten 
Tieren im Gegensatz zu den nicht-geprägten Tieren, heraufreguliert worden ist. Duftbindende 
Proteine werden in Sensillen der „riechenden“ Organe von Insekten exprimiert, also Tarsen und 
Antennen, und stellen die Vermittler zwischen Stimulus und der Reizleitung her, indem sie die 
Duftstoffe binden und an einen Rezeptorkomplex an der Neuron-Oberfläche weiterleiten (Grosse-
Wilde, Kuebler u.a. 2011).  
 In meinen eigenen Vorarbeiten sollte die RNAi-Methodik für dieses Zielgen entwickelt und 
induziert werden, wobei die Tiere dann in 
Berlin im Olfaktometer getestet werden 
sollten. Dank der Versuche in Manuskript 4 
war bereits bekannt, dass RNAi, die in 
Larven, Puppen und Imagines induziert 
wird bis an das Ende des adulten 
Lebensstadiums aktiv bleiben würde. 
Nach der off-target-Vorhersage für das 
OBP, wurde die 450 bp lange dsRNA in 
späte L3-larven injiziert. Erste Experimente 
haben gezeigt, dass eine Induktion der 
RNAi im larvalen Stadium nötig ist, 
einerseits, um die Prägephase nicht zu 
stören und andererseits aber auch, damit 
das Transkript signifikant reduziert wird 
(Abb. 15).  
Tatsächlich ergab sich durch die 
Anwendung von RNAi auf PcocOBP1, dass 
sich die Käfer nicht mehr auf einen Duft 
prägen ließen. In Wahlversuchen konnte 























Abbildung 15: Expression von PcocOBP1 nach RNAi 
Induktion in verschiedenen Stadien. Jeweils 100 ng 
dsRNA von gfp oder PcocOBP1 wurden in Larven, Puppen oder 
adulte Weibchen gespritzt oder ohne Behandlung gelassen. RNA 
aus ganzen weiblichen Käfern wurde aus ca. a zweiwöchige 
weibliche Käfer entnommen und nach Umschrift in cDNA in der 
qPCR analysiert. Es zeigt sich, dass die RNAi unbedingt im larvalen 
oder Puppen-Stadium induziert werden muss um signifikante 
Ergebnisse zu liefern. Eine Induktion im bereits adulten Tier führt 
zu keiner Herabregulierung im Vergleich zu den Kontrollen. Stärke 
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den DCM- Y-Ast, wie den mit PEITC. In der gleichen Weise verhielten sich auch die nicht-geprägten 
Tiere der Kontrollgruppe (Abb. 16). 
Diese erfolgreichen Experimente ebnen den Weg für weitere Untersuchungen an anderen 
Arten, die Wirtspflanzenwechsel vollziehen oder vollzogen haben. Am Beispiel der auf ihre jeweilige 
Wirtspflanze spezialisierten Ökotypen von C. lapponica (s. Kap. 1.2.1), wäre es von größerer 
ökologischer Bedeutung, dass die Manifestation dieser biochemisch begründeten Präferenz sich in 
exprimierten Genen für den Geruchs- und Geschmacksinn der Tiere wiederfinden ließe. Es ist 
bereits bekannt, dass der Birken-bewohnende Ökotyp seine einstmals funktionale SAO nicht mehr 
im Sekret exprimiert (Kirsch, Vogel u.a. 2011a). Ein Sequenzvergleich dieses Enzyms mit den 
Entsprechungen aus anderen Chrysomelina, seien sie nun charakterisiert, oder nur als Sequenz 
vorhanden, hat weitere Einblicke in die Evolution der Salicyladehyd-Abwehr innerhalb der 
Chrysomelina gebracht (Kirsch, Vogel u.a. 2011b). Wenn man nun die Transkripte mittels RNAi 
identifiziert, die dafür verantwortlich sind, dass die beiden Ökotypen jeweils Birke und Weide 
finden, könnte man mittels eines Sequenzvergleichs und einer Expressionsstudie der selbigen auch 
Rückschlüsse ziehen, wie sich der mehrmalige Wirtspflanzenwechsels auf die Geruchsperzeption 
ausgewirkt hat. Das Aufklären der molekularen Ursache dieses zentralen Punktes bei der 
Entstehung von Ökotypen und später auch der sympatrischen Speziation: der Entscheidung für eine 
Wirtspflanze, gerät zunehmend in den Fokus (Smadja, Canback u.a. 2012, Unbehend, Hänniger u.a. 
2013) und die bereits gut etablierte Ökologie von C. lapponica kann dazu beitragen das System 
besser zu verstehen. 
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Abbildung 16: Verhalten A) weiblicher und B) männlicher Meerrettichblattkäfer (Phaedon 
cochleariae) (1-Tag alte adulte Käfer) im dynamischen Y-Olfaktometer. Der Test erfolgte mit Tieren, die als 
Larven keine Injektion von dsRNA erhielten (NIC) oder denen als Larven dsRNA des green fluorescent protein (GFP) Gens bzw. 
PcocOBP1 (OBP) injiziert wurde. Alle Tiere waren während des Puppen- und frühen Imaginalstadiums entweder PEITC (+) 
oder DCM (-) exponiert. Die Larven aller Gruppen stammten aus Jena (J), mit Ausnahme von NICB, die aus Berlin (B) stammten. 
Im Y-Olfaktometer bestand die Wahl zwischen DCM und 350 ng PEITC. Je Prägestimulus und Geschlecht wurden 50 Tiere 
getestet (n = 50), die anschließende statistische Auswertung erfolgte nach dem Vorzeichentest von MacKinnon. DCM: 






Die chemische Abwehr von Blattkäferlarven stellt ein komplexes System von interzellulären 
Transportvorgängen und enzymatischen Konversionen dar, welche oftmals bereits im 
Sekundärmetabolismus der Pflanze beginnt und in der Abwehr eines Prädator, oder der Hemmung 
eines mikrobiellen Pathogenes endet. Sie wird hauptsächlich durch ein Wehrsekret realisiert, 
welches in neun paarigen Drüsenapparaten in den Larven produziert wird und im Falle eines 
Angriffes als Tropfen auf dorsalen Papillen erscheint. Vorhergehende Arbeiten lieferten für diesen 
Mechanismus bereits den Nachweis eines selektiven Transportsystems (Kuhn, Pettersson u.a. 2004, 
Kuhn, Pettersson u.a. 2007, Maritta Kunert, Soe u.a. 2008, Discher, Burse u.a. 2009) und wiesen die 
enzymatischen Schritte der Biosynthese der transportierten Vorstufen hin zum bioaktiven Allomon 
im Wehrsekret nach (Pasteels, Duffey u.a. 1990, Soetens, Pasteels u.a. 1993, Veith, Oldham u.a. 
1997, Brueckmann, Termonia u.a. 2002, Tolzin-Banasch 2009). Initiiert durch die Erstellung von 
Transkriptom-Bibliotheken von P. cochleariae und in der Folge weiteren Mitgliedern des 
Unterstammes der Chrysomelina und der somit verfügbaren Menge an Sequenzdaten, konnten 
Themen wie die Aufklärung des Sekretoms der Wehrsekrete und die Identifizierung der 
molekularen Grundlagen des Transportnetzwerkes bearbeitet werden. Die bereits 1998 auf 
Insekten angewendete Methode der RNAi (Kennerdell und Carthew) galt als vielversprechend für 
die Identifizierung von beteiligten Proteinen im System der Wehrbiochemie in Blattkäferlarven. Die 
in dieser Dissertation zusammengefassten Arbeiten umfassen eine Anwendung der RNAi auf die 
Fettkörper-Biosynthese, das interzelluläre Transportnetzwerk, die Synthese des Wehrsekretes im 
extrazellulären Reservoir und auf systemisch wirkende Enzyme des Immunsystems.  
PcIDS1 ist ein Enzym aus dem Fettkörper von P. cochleariae, das in in vitro Experimenten eine 
synthetische Aktivität von Dimethylallyl-Diphosphat und Isoprenyl-Diphosphat zu Geranly-
diphosphat (GDP) oder Farnesyl-diphosphat (FDP) zeigte, abhängig vom vorhandenen metallischen 
Co-Faktor. GDP dient als Vorstufe von 8-OH-Geraniol-8-O-β-D-Glukosids, was wiederum die 
Vorstufe zur Hauptkomponente im larvalen Wehrsekret von P. cochleariae, Chrysomelidial, 
darstellt. FDP ist die Vorstufe für verschiedene Produkte des Primärmetabolismus. Eine Anwendung 
von RNAi auf PcIDS1 zeigte, dass dieses Enzym tatsächlich eine entscheidende Rolle in der 
Bereitstellung von 8-OH-Geraniol-8-O-β-D-Glukosid spielt, da die Sekretproduktion zehn Tage nach 
Injektion mit dsRNA zum Erliegen kam.  
Die Identifizierung von PcSUT1 und PcSUT2 als relevante Zucker-Transporter in der 
Wehrsekretbiosynthese von P. cochleariae gelang durch die Anwendung einer RNAi basierenden 
hochdurchsatz-Analyse. 17 Transporter, die im Transkriptom durch strukturelle Merkmale als 
solche identifiziert werden konnten, wurden einzeln durch RNAi herabreguliert. Hierbei ergab sich 
auch, dass die Zucker-Transporter in metabolischen Netzwerken organisiert sind, die die 
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Versorgung der Zellen mit Energieträgern selbst dann gewährleisten, wenn vier Transporter 
gleichzeitig herabreguliert werden. Derartige Netzwerke können den Erfolg von RNAi stark 
mindern, indem der Phänotyp nicht mehr klar definiert werden kann, oder trotz des verminderten 
Transkripts nicht eintritt. Eine RNAseq-Analyse von cDNA aus Geweben nach der Induktion von 
RNAi, konnte einen Hinweis darauf geben, dass derartige Gegenregulation stattfindet.  
Eine Herabregulierung von CpopSAO, der Oxidase von Saligenin zu Salicylaldehyd konnte dessen 
Funktion in vivo nachweisen, wobei auch die off-target-Vorhersage etabliert wurde, die in unseren 
Nicht-Modellorganismen ein hochpräzises Arbeiten mit RNAi ermöglicht.  
Durch das Ausschalten aller Cu/Zn-SODs, wurden die Funktionen der einzelnen Enzyme 
(PcSOD1, PcSOD3.1-3.3) im Kontext von zusätzlich durchgeführten Behandlungen charakterisiert. 
Alle vier SODs spielen eine Rolle in der Detoxifikation von künstlich eingebrachtem oxidativem 
Stress, wohingegen nach dem Stand der Dinge keine SOD einen Einfluss auf die Lebensspanne von 
P. cochleariae hat. PcSOD3.1 als extrazelluläre SOD, die sowohl im Wehrsekret als auch in der 
Hämolymphe vorkommt, spielt hingegen eine Rolle in der Resistenz gegen einen 
entomopathogenen Pilz und ein Gram positives Bakterium. Die Funktion dieses Enzyms wird in der 
Realisierung einer adäquaten Immunantwort vermutet.  
Unter Integration der für das jeweilige Zielgen adäquaten Kontrollen und entsprechender 
Analysestrategie, konnten mittels RNAi zahlreiche Proteine als Bestandteil einer bestimmten 
Biosynthese oder eines bestimmten Transport-Prozesses im Körper identifiziert werden. Diese 
Arbeit hat das Wissen um die molekularen Grundlagen der Produktion und enzymatischen 
Konversion chemischer Vorstufen zum Nutzen als Allomon im Wehrsekret, sowie dem 
interzellulären Transport erweitert und eine Methodik etabliert die auch bei weiteren 
Fragestellungen ihren Wert beweisen kann. Durch RNAi-Experimente in buchstäblich jedem 
Themenbereich der laufenden und geplanten Forschung nicht nur in dieser Arbeitsgruppe, wird die 
Relevanz der Leistung deutlich, die im Laufe dieser Doktorarbeit erbracht wurde. Durch die 
fortlaufende Sequenzierung nahe verwandter Arten, kann auch hier eine Anwendung von RNAi 
relativ kurzfristig erfolgen. In einem vergleichenden Ansatz mit der Kenntnis der molekularen 
Grundlagen der veränderten Wehrbiochemie anderer Arten, könnten dann neue Einsichten in die 








The chemical defense of leaf beetle larvae represents a complex system of intercellular transport 
processes and enzymatic conversions, which often begins in the secondary metabolism of the plant 
and ends in the deterrence of a predator, or the inhibition of microbial pathogens. This is realized 
mainly through defensive secretions, which is produced in nine pairs of accessory defense glands 
in the larvae and presents itself as droplets on dorsal papillae in the event of an attack. For this 
mechanisms, previous work provided already evidence of a selective transport system (Kuhn, 
Pettersson u.a. 2004, Kuhn, Pettersson u.a. 2007, Maritta Kunert, Soe u.a. 2008, Discher, Burse u.a. 
2009) and revealed the enzymatic steps in the biosynthesis of the transported precursors to 
bioactive allomones in the defensive secretions (Pasteels, Duffey u.a. 1990, Soetens, Pasteels u.a. 
1993, Veith, Oldham u.a. 1997, Brueckmann, Termonia u.a. 2002, Tolzin-Banasch 2009). Initiated 
by the generation of transcriptomic libraries of P. cochleariae and subsequently other members of 
the subtribe Chrysomelina, a large amount of sequence data was available, with which issues such 
as the elucidation of the secretome of the defense secretions and the identification of the molecular 
basis of the transport network could be processed. Kennerdell and Carthew (1998) already applied 
RNAi to insects, which was considered being a promising tool also for the identification of proteins 
involved in the system of defensive biochemistry in leaf beetle larvae. The results summarized in 
this thesis show an application of RNAi on the fat body biosynthesis, the intracellular transport 
network, the synthesis of the defense secretion in the extracellular reservoir and on systemically 
acting enzymes of the immune system.  
PcIDS1 is an enzyme from the fat body of P. cochleariae, which showed in in vitro experiments, a 
synthetic activity of dimethylallyl-diphosphate and isoprenyl-diphosphate to geranly-diphosphate 
(GDP) or farnesyl-diphosphate (FDP), depending on the available metallic co-factor. GDP serves as 
a precursor of 8-OH-geraniol-8-O-β-D-glucoside, which in turn is the precursor to chrysomelidial, 
the main component in the larval defensive secretions of P. cochleariae. FDP is the precursor for 
various products of primary metabolism. An application of RNAi to PcIDS1 showed that this enzyme 
does play a crucial role in the production of 8-OH-geraniol-8-O-β-D-glucoside, as the secretion 
production stops ten days after the injection of dsRNA.  
The identification of PcSUT1 and PcSUT2 as important sugar transporters in the biosynthesis of the 
defense secretions of P. cochleariae was achieved by the application of an RNAi-based high-
throughput analysis. 17 candidates were identified in the transcriptome according to structural 
features and were individually down-regulated by RNAi. In this context, it was also found that the 
sugar transporters are organized in metabolic networks, which ensure supply of the cells with 
energy even when four transporters are down-regulated simultaneously. Such networks can greatly 
reduce the success of RNAi since the phenotype could not be clearly defined, or in spite of the 
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reduced transcript does not occur. An RNAseq analysis of cDNA from tissues after induction of RNAi 
could provide an indication that such counter-regulation takes place.  
A down-regulation of CpopSAO, the oxidase of saligenin to salicylaldehyde demonstrates its 
function in vivo. Further the off-target prediction was established, which enables a highly-precise 
work with RNAi in non- model organisms.  
By turning off all Cu/Zn-SOD, the function of individual enzymes (PcSOD1 , PcSOD3.1 -3.3) have 
been characterized in the context of additional treatments. All four SODs plays a role in the 
detoxification of artificially induction of oxidative stress, whereas according to the state of things, 
no SOD has an influence on the life span regulation of P. cochleariae. PcSOD3.1 as extracellular SOD, 
which occurs both in the defensive secretions as well as in the hemolymph, plays a role in the 
resistance against an entomopathogenic fungus and Gram-positive bacterium. The activity of this 
enzyme is believed to contribute in the realization of a sufficient immune response.  
By the integration of the adequate controls for each target gene and a corresponding analysis 
strategy, many proteins have been identified as part of a specific biosynthesis or transport process 
in the body by means of RNAi. This work has extended the knowledge of the molecular basis of 
intercellular transport and the production and enzymatic conversion of chemical precursors for the 
use as allomon in the defensive secretions. A methodology was established which can also be 
applied to other topics. By RNAi experiments in virtually every subject area of current and planned 
research, not only in this working group, the relevance of the work in this thesis is apparent. Due 
to the ongoing sequencing of closely related species, a comparable approach could be done 
relatively quickly. With the knowledge of the molecular base of the altered defense biochemistry 
of other species, new insights into the evolution and speciation of the leaf beetles could be 
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8. Abkürzungsverzeichnis 
dsRNA Doppelsträngige Ribonucleinsäure
RNA Ribonucleinsäure (engl. Ribonuclein-acid)
GFP green-fluorescent protein
NIC Non-Injection-Control
m. married (Namensänderung nach der Hochzeit)
GDP Geranyl-Diphosphat
FDP Farnesyl-Diphosphat
Cpop SAO Salicyl-Alkohol-Oxidase von C. populi
Pc To-like To-like-Protein von P. cochleariae
Pc SOD1 Cytosolische Superoxid dismutase von P. cochleariae
PcSOD3.1 - 3.3 drei extrazelluläre SOD Isozyme von P. cochleariae
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